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1.GIRIS

1.1 Girig ve Amag

Yasa Bagl Makiila Dejeneresanst (YBMD), makiilay1 tutan, genetik egilim ve ¢evresel
faktorlerle ortaya ¢ikan, prevalansi yasla artan, heniiz etkin tedavisi olmayan, ilerleyici,
kalic1 santral gérme kaybina neden olan hastaliktir. Hastaligin etyopatogenezi ve risk
faktorleri tam olarak bilinmemektedir. Kisith tedavi secenekleri, hastaliktan korunmanin

Onemini arttirmig ve ciddi halk sagligi sorunu yapmistir(1).

Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu (YBMD) gelismis tilkelerde 65 yas ve {izeri santral
gbérme kaybinin en 6nemli nedenidir (2). YBMD’nin neovaskiiler (yas) ve non-neovaskiiler
(kuru) olmak tizere iki ana tipi vardir. Hastalarin % 10 unu neovaskiiler tip olusturmaktadir.
Kuru tip YBMD retina pigment epitelinde (RPE) degisiklikler, atrofi, drusen ile
karakterizedir. Yas tip YBMD ise koroidal neovaskiilarizasyon ile karakterizedir (2).

Amerika Birlesik Devletleri’nde 40 yasindan biiyiik kisilerde en az bir gozde ileri
YBMD 1.75 milyon bireyi etkilerken 2020 yilinda bu saymin % 50 oraninda artmasi
beklenmektedir ve 7 milyon kisinin de YBMD i¢in risk altinda oldugu belirtilmektedir (3,4).
Ulkemizde YBMD prevalanst hakkinda detayl bilgi mevcut degildir.

Diinyada her yil 500.000 yeni neovaskiiler YBMD olgusu ortaya c¢ikmaktadir.
YBMD’ye bagh korliiklerin % 90’indan sorumlu olan yas tipte patogenezde bilinmeyen bir
sebeple tetiklenen anjiyogenez, koroid neovaskiiler membran (KNVM) olusumu ile
sonuglanmaktadir. Ileri yas ve sigara kanitlanmis en onemli iki risk faktdriidiir. Ancak
bunlarin disinda genetik, irk, cinsiyet, sosyoekonomik ozellikler, kirma kusuru, obezite,

vitaminler, sistemik hastaliklar, hormonal faktorlerin de etkili olabilecegi diisiiniilmektedir

(5).

Koroidal neovaskiiler membranin (KNV) yerlesimi, biyiikligii ve fundus floresein
anjiyografideki (FFA) karakteristikleri prognoz ve tedavi alternatifleri agisindan son derece

onemlidir. FFA bulgular agisindan lezyonlar klasik, baskin klasik, minimal klasik veya gizli



olarak siiflandirilirken, yerlesim agisindan ise ekstrafoveal, jukstafoveal ve subfoveal

olarak ayrilmaktadir ( 6,7).

YBMD ile ilgili yapilan ¢alisma modellerinde, retina pigment epitelyal (RPE)
hiicrelerinde artmis VEGF-A mRNA ve proteinin koroid neovaskiiler membran (KNVM)
gelisimine katkida bulundugu gosterilmistir(8). Onemli olarak, RPE hiicrelerinde VEGF-A
salgilanmasi, KNV lezyon biiyiikliigiinde bir artisa yol agar(9). Son yillarda, anti-VEGF
ilaglarin gelistirilmesi ve ticarilesmesi  intraokiiler —neovaskiilarizasyonlu hastalarin
tedavisini degistirmistir(10). Neovaskiiler YBMD'yi hedef alan yeni tedaviler, klinik
calismalarda aktif olarak test edilmektedir. Etki mekanizmasi olarak anti-VEGF disinda
PDGF(Trombosit kaynakli biiytime faktor), Angiopoietin 2, siRNA, intravitreal implant
olarak {izerinde ¢alisilan Alpha-2-antagonist tizerinden aktif ¢alismalar bulunmaktadir
(112).

Proteomiks, ¢ok genel anlami1 ile RNA-protein iliskisini agiklamaya ¢alisan, hiicre
ve dokular1 olusturan proteinlerin ifade bulmalar1 sirasindaki post-transkripsiyonal
modifikasyon ve translasyon sirasinda olusan degisiklikler ile ilgilenen bir bilim dalidir.
(12).Calismamizda, Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu olan hastalardan ve saglikli kontrol
gruplarimin vitreus Orneklerinde protein analizi yardimiyla YBMD patofizyolojisini

aydinlatmay1 ve buldugumuz bulgularla yeni tedavilere 151k tutabilmeyi amagliyoruz.

2.GENEL BILGILER

2.1 Retina Anatomisi ve Histolojisi

Retina ndéroektoderm kokenli, 151k sinyallerinin sinirsel iletiye dontistiiriildiigi,
ince, seffaf yapida bir dokudur. Kalinlig1 100 ile 300 mikron arasinda degisen retina
igten (vitreus tarafindan), disa dogru (koroid tarafina) su tabakalardan olusur (Sekil
1):

1) Ig limitan membran (Miiller Hiicreleri terminal uzantilar1 ve bazal membran)

2) Sinir lifi tabakas1 (ganglion hiicre aksonlar)

3) Ganglion hiicre tabakas1 (ganglion hiicre ¢ekirdekleri)



4) ¢ pleksiform tabaka (bipolar, amakrin, ganglion hiicreleri sinaptik baglantilari)

5) ¢ niikleer tabaka (bipolar, horizontal, amakrin ve Miiller hiicre ¢ekirdekleri)

6) Dis pleksiform tabaka (Fotoreseptor, bipolar, horizontal hiicrelerin sinaptik

baglantilar1, Henle lif tabakasi1)

7) Dis niikleer tabaka (fotoreseptor g¢ekirdekleri, kon niikleuslar1 dis grupta, rod

niikleuslar1 daha ¢ok i¢ grupta)

8) Dis limitan membran

9) Fotoreseptor tabakasi

Sekil 1. Retinanin histolojik kesiti: R: Rod fotoreseptor,

ic limitan membran

Sinir lifi tabakasi

C: Kon fotoreseptor, B:

Bipolar hiicresi, H: Horizontal hiicresi, A: Amakrin hiicresi, G: Ganglion hiicresi, M:

Miiller hiicresi

Duyusal retina;
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Fotoreseptorler: Koni ve basil (rod) olarak adlandirilan, retina pigment epiteli
(RPE) ile dis limitan membran arasinda yer alan iki tip fotoreseptor bulunmaktadir. Her
bir fotoreseptoriin i¢ ve dis olmak {izere iki segmenti vardir(13). Basiller alaca karanlikta
ve gece gormeden (skotopik gdrme) sorumlu olup, foveada hi¢ bulunmaz ve perifere
dogru sayilar1 hizla artar, ug periferde hafifce azalir(14). Koniler ise parlak 1sikta gorme
(fotopik gorme), renkli gorme ve keskin gérmeden sorumludurlar. En ¢ok foveada

bulunurlar

Bipolar Hiicreler: Radyal yerlesimli olan bu hiicrelerin, dendritleri dig pleksiform
tabakada koni ve basiller ile sinaps yapar, aksonlari ise i¢ pleksiform tabakada gangliyon
ve amakrin hiicrelerle sinaps yapar(14). Gorevleri fotoreseptorlerden gelen sinyali

gangliyon hiicrelere aktarmaktir.

Gangliyon hiicreler: Retinanin i¢ kisminda bulunurlar. Gangliyon hiicreleri
multipolar hiicrelerdir, dendritleri bipolar hiicreler aksonlari ve amakrin hiicreler ile

sinaps yapar.(14) Optik sinir gangliyon hiicre aksonlarinin birlesmesiyle olusur(15).

Horizontal hiicreler: Horizontal hiicreler basil ve konilerin terminal genislemelerinin
yakinlarinda yer alan multipolar hiicrelerdir. Fotoreseptorleri inhibe eden antagonistik

internéronlardir(15).

Amakrin Hiicreler: : Cogunlukla inhibitor interndronlardir. Bol sitoplazmali, pargali

niikleuslu ve ¢ok sayida dendritleri olan aksonsuz hiicrelerdir.

Miiller Hiicreleri: Retinanin glial hiicre yapisin1 olusturan en 6nemli hiicrelerdir.
Retinada mikroglia ve makroglia (Miiller hiicreleri, astrosit, oligodendrosit ve
Schwann hiicreleri) olmak iizere iki tip ndéronal olmayan hiicre grubu bulunur.
Mikroglial hiicreler yardimci immiin hiicreler, makroglialar ise retinal néronlarin
fonksiyonlarini diizenleyen hiicrelerdir(15). Retinanin destek yapisini olusturan

Miiller hiicreleri, dis limitan membrandan i¢ limitan membrana kadar uzanmaktadir.
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Retina Pigment Epiteli

Retina pigment epiteli (RPE), Bruch membram1 ve retina arasinda bulunan
noroektodermal kokenli, tek katli,altigen sekilli kiiboidal hiicre tabakasidir. Optik disk
kenarindan ora serrataya kadar uzanir. Rod ve kon hiicrelerinin dis kisminin fagositozu
ve 1g1k absorbsiyonunda rol oynarken aymi zamanda dis kan-retina bariyerini de
olusturur(16).RPE’nin gorevleri; fotoreseptor dis segment fagositozu, A vitamini
metabolizmasini diizenlemek, rodopsin sentezini diizenlemek, vizuel pigment
yenilenmesi, sitokin ve biliyiime faktorlerinin salgilanmasi, oksidatif stresten
korunma, avaskiiler dis retinanin saglanmasi, immiinitenin saglanmasi, dis kan retina
bariyerinin (KRB) olusturulmasi ve devamliliginin saglanmasi, subretinal alandaki

s1iv1 ve besin kontroliinii ve retinal yapisikligin saglanmasidir( 14).
Bruch Membram

RPE*“nin taban kismidir ve RPE bazal membrani, i¢ kollajen alan, esnek lifler, dis
kollajen alan, koryokapillaris endoteli olmak iizere bes tabakadan olusur. Yasam
boyunca, yaglar ve oksidatif olarak harap edilen maddeler bruch membrani iginde

birikirler(16).
Koroid

Kan arka silyer arterler ile koroide girer. Koroidal damarlarin dis tabakasi, Haller
tabakas1 olarak bilinir ve goreceli olarak biiyliktiir. Bu damarlar Sattler tabakas1 olarak
bilinen tabakadaki kiiclik capli damarlarla birlesir. Boylelikle arteryel basincin koroid
seviyesine gelmesi diizenlenmis olur. Arka kutupta, koryokapilaristeki kapillerler
lobiiler yapida olmasada, islevsel olarak lobiil olusturan bir ags1 yapidadir. Bu ags1 yap1
fovea altinda 4-5 kat iken ora serrataya dogru gidildikge 1-2 kata kadar diiser. Kan
koryokapillarise varinca, ampullalara doniisen veniiller igerisinde toplanir ve vorteks
venler yardimu ile {ist oftalmik vene ulasir. Retina, agirligina gére metabolizma orani en
yuksek dokulardandir ve yogun kan akimina sahip koroid tarafindan beslenir. Koroidi

terk eden vendz kanda dahi ¢ok yiiksek oranda oksijen mevcuttur. Bdylece
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koryokapillaris iizerinde yer alan RPE hiicreleri herhangi bir hiicreden daha ¢ok oksijene

maruz kalirlar ve oksidatif hasar olasig1 da artar(17).

2.2 Vitreus Anatomisi

Vitreus; lens, arka kamara, silier cisim ve retina arasinda yerlesen, goz kiiresi
hacminin yaklasik %380’ini olusturan, goéziin en biiylik igyapisal elemanidir.
Vitreus, vitreus tabani, kortikal vitreus ve kor vitreus gibi farkli boliimlerden
meydana gelir. Eriskinde ortalama 4 mm? olup, agirligi ise yaklasik 4 gr’dir(14).
Vitreus yapisal olarak sivi igerigi fazla hyaluronik asit matrikste asili kollejen fibril
agindan ibarettir ve %99’u su olmasina ragmen viskositesi suyunkinin yaklasik iki
kat1 kadardir. Geriye kalan %1 ‘lik kisim ise diisiik molekiil agirlikli yaglar ve
inorganik tuzlardan, ¢éziilebilen ve ¢oziilemeyen proteinlerden ve hyaluronik asitten
olusur(15).Vitreusta bulunan serbest amino asitler serumdaki miktarinin beste biri
kadardir. Vitreusta hiicresel eleman olarak en sik hyalosit olarak bilinen
mononiikleer fagositler olmakla beraber daha az sayida fibroblast ve glial hiicreler

sayilabilir. Vitreusun en 6nemli protein igerigini kollajen olusturur. (Sekil 3).

2.3 YBMD Epidemiyolojisi

Diinya Saglik Orgiitii verilerine gdre 60 yas iistii niifus 2020°de 1 milyar, 2050°de 2

milyar kisi olarak tahmin edilmektedir(2). Halen tiim diinyada 30-50 milyon kiside var

oldugu bildirilen YBMD’li hasta sayisinin, yasam siiresinin giderek artmasi goz oniinde

bulundurularak, gelecek on yilda iki katina ¢ikmasi beklenmektedir(2). Framingham goz

calismasinda 2631 gorme kaybi olan kiside etyolojide % 15.5 senil katarakt, % 3.1 diyabetik

retinopati, % 8.8 YBMD saptanmistir ve YBMD nin 5 yillik insidans1 65 yas i¢in % 2.5, 70

yas i¢in % 6.7, 75 yas tstii i¢in % 10.8 olarak bildirilmistir(18).Tiim ¢alismalarda YBMD

prevelansi yasla birlikte artis gostermektedir. Beyaz irkin ¢ogunlukta oldugu genis toplum
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tabanli ‘Beaver Dam Go6z Calismasi” (BDES)’te 75 yas ustii 15 yillik insidanst erken
YBMD’de % 24, ge¢c YBMD’de % 8’dir(19).Cografik atrofinin veya neovaskiiler
YBMD’nin 55 yas Oncesinde nadir oldugu, 75 yas ve iizeri hastalarda daha sik oldugu
goriilmektedir. Latin ve Latin kokenli bireylerden olusan ‘Los Angeles Latino Goz
Calismast’ (LALES) 70-79 yas aras1t YBMD prevalansi % 1.5 iken, 80 yas tistii % 8.5 olarak
saptanmistir. BDES’te 70-79 yas arasi prevelanst % 3.7, 80 yas istii ise % 9.5 olarak
saptanmistir (19, 20). Baltimore g6z calismasinda gérme kayb1 beyazlarda % 2.7, siyahlarda
% 3.3 olarak saptanmis ve bunlarin % 14.4’i YBMD’e, % 7.3’1 retinal hastaliklara

baglanmis ve bu ¢alismada retinal hastaliklarin gérme kaybindaki siklig1 vurgulanmistir(21).

2.4 YBMD Etyopatolojisi

YBMD*nin kesin patofizyolojisi halen anlasilamamis olmasina ragmen yapilan
calismalarda ¢ok sayida biyolojik yol tanimlanmistir. Bunlar yaglanma, RPE
hiicrelerinde lipofuksin birikimi, koroidal iskemi ve oksidatif stres gibi ¢esitli patolojik

siirecleri icermektedir.

Yaslanma: RPE fotoreseptorler i¢in ¢ok dnemli olan metabolik ve destekleyici
fonksiyonlara sahiptir. Fotoreseptor hiicrelerin dis kisimlarinda disk seklindeki membran
yapilar1 bulunmaktadir. Bu diskler diizenli olarak yenilenmekte ve eski diskler hiicrelerin
dis kisimina itilmektedir. Iste RPE bu dokiilen fotoreseptdr dis segmentlerini fagosite
eder. Metabolik artiklar ise daha sonra koryokapillaris yolu ile goézden
uzaklastirilmaktadir(22).

Yaslanma ile birlikte RPE hiicrelerinin sayisinda zamanla azalma olmaktadir. Hiicre
sayisinda azalma kalan hiicrelerin metabolik yiikiiniin artmasina ve metabolik artiklarin
tam olarak uzaklastirrllamamasina sebep olur. Bu durumda artik materyaller hiicre
sitoplazmasinda birikmeye baglar. Bu birikim kalan RPE hiicrelerinin de 6liimiine yol

acabilir(23).
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RPE sitoplazmasinda biriken fagozomal birikimler lipofuksin olarak adlandirilir.

Yasla birlikte lipofuksin birikimi giderek artmaktadir(24).

RPE sitoplazmasinda lipofuksin biriktik¢e fonksiyonel sitoplazma gittikge azalir ve
RPE fonksiyonunda bozukluklar ortaya ¢ikmaya baslar. Lipofuksin, RPE hiicrelerinde
oksidatif hasara ve lizozomal enzimatik faliyetin azalmasina neden olabilir(25,26).RPE
hiicrelerinin  6liimii ile fotoreseptor kaybi ve koryokapillariste atrofiye neden
olabilir(27).

Bruch membrant YBMD patogenezinde kritik bir rol oynamaktadir. Genglerde ve
saglikli gozlerde Bruch membrani oksijen ve glukoz gibi sivi ve kiiclik molekiilleri
geciren, yapisal bir destek olarak fonksiyon gosterir. Ayrica antianjiojenik molekiiller

icererek elastin tabaka da neovaskularizasyona kars1 bir bariyer olarak islev goriir.

RPE, VEGEF iiretir. VEGF Bruch membranindan koryokapillarise gecebilir. Buna
ragmen Bruch membranindaki antianjiojenik molekiiller koroidden gelen neovaskiiler

kilcal damarlarin biiylimesini engelleyerek yas tip YBMD“nin gelismesine engel olur.

Bruch membrani 5 tabakadan olusmaktadir. Bunlar sirasiyla; RPE bazal membrani,
i¢ kollajen tabaka, elastik tabaka, dis kollajen tabaka ve koriokapillarisin bazal
membranidir. Yaglanmayla birlikte Bruch membraninda da bazi degisiklikler goriilmeye
baglar. Bruch memraninda goriilen ilk dejenerasyon belirtileri bazal laminar

depozitlerdir

Yaslandigimizda Bruch membrani elastin laminada debris birikimi ve ayrica kollajen
tabaka ve RPE bazal laminasi1 arasinda drusen birikimi olusmaya baslar. Bu debris
birikimi Bruch membraninin gecirgenliginde azalmaya sebep olur. Bu RPE tarafindan
g0ziin i¢cinden disina atik maddelerin pompalanmasina engel olarak RPE dekolmanina
sebep olabilir. Ayrica kuru tip YBMD*“de goriilen atrofi de yine Bruch membranindaki
artik madde birikimi nedeniyle olustugu diistiniilmektedir(28).

Yaslanma ayrica Bruch membranindaki elastin tabakada incelmeye ve kirilmalara yol
acar bu tabakada incelme antianjiojenik proteinlerin azalmasina bagli olarak

neovaskiilarizasyon riskini artirir. Ayrica elastin yikim iiriinlerinin kendileri de
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anjiojeniktir.  Bu nedenle Bruch membran elastinlerinin yikimi sadece
neovaskiilarizasyona kars1 olan bariyerin azalmasina sebep olmaz ayn1 zamanda damar

biiyiimesini de sitimiile eder(29).

Koroidal kan akimi: Yaglanma ile sklera, Bruch membrani1 ve damar yapilarinin
duvarlarina lipoit maddelerin infiltrasyonu sonucu koroidde kan akimina kars1 artmis bir
direng izlenmektedir. Bunun sonucu olarak da géz ve beyin arterindeki goreceli dirence
bagl olarak koroid perflizyon basincinda azalma veya koriokapiller damar i¢i basingta

artma izlenir.

Ramrattan ve ark. ¢alismasinda dogumdan (200pm) 90 yasina kadar (80um) koroid
kalinliginda progresif bir azalma izlenmistir. Yasla beraber koryokapillaris yogunlugu

ve lumen ¢ap1 azalmaktadir(30).

Bu bilgilerin 1s181inda subfoveolar koroidal kan akiminin yasla birlikte azalmasi
siirpriz degildir(31). Ornegin 50 yasm iizerindeki bireylerde indosiyanin yesille
koryokapiller dolma gecikmis, YBMD hastalarinda makiilada hipofloresan alanlar

goriilmeye baglanmistir.

Submakiiler koryokapillarisin Laser Doppler Flowmetrisi 46 yasindan biiyiik

bireylerde diistik koroidal kan akimini ve voliimiinii gdstermistir(31).

Guymer ve ark Bruch membranindaki endotelyal hiicre ¢ikintilarinin Bruch
membranindan atik temizlemede 6nemli bir rolii oldugunu sdylemektedir. Bu nedenle
yasa bagl koryokapiller kayb1 Bruch membrani kalinligiin artmasinin sebebi olabilir
(32). Ayn1 zamanda RPE normal koryokapiller yogunlugu ve anatomisini koruyucu
maddeler tiretmektedir. Bruch membran kalinlagsmasi koryokapillarise bu maddelerin

yayilmasini bozarak yasa bagli koryokapiller degisiklere yol agar(33).

Koroid perflizyonunun azalmasi RPE metabolizmasim1 etkileyerek RPE

dejenerasyonuna Ve atrofisine neden olmaktadir(34,35).

Ayni zamanda artmis koroid basinct ise RPE den gelen atik maddelerin atilimini

zorlastirmakta ve Bruch membraninda lipoit infiltrasyonunu kolaylastirmaktadir. Bu
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drusen ve bazal laminar birikintilerin olusumuna yol agmaktadir. Artmis koroid basinci
retina pigment epitel dekolmanimnin (PED) da nedeni olabilir. Ek olarak sistemik
hipertansiyon da koroidde vaskiiler degisikliklere yol acarak damar intimasinda

kalinlasma ve tikanikliga sebep olabilmektedir(36,37).

Oksidatif stres: Hiicrelerin oksidatif hasari yaslanma siirecinde 6nemli bir rol
oynar(38).Yasla birlikte DNA onarim sisteminde bozukluk, yogun oksidatif stres ve

azalmig antioksidan savunma nedeniyle DNA hasar artar(39).

Fotoreseptor ve RPE gibi nonproliferatif postmitotik hiicreler hiicre dongiisii kontrol
noktalarinda herhangi bir DNA hasari tespit sistemlerine sahip olmadiklari i¢in oksidatif
hasara duyarlidir(40).

Makiilada predominant fotoreseptdrler koni hiicreleridir. Rodlardan daha fazla enerji
tiretmeye ihtiyaci oldugu i¢in ayni zamanda daha fazla oksijene de ihtiyag

duyarlar(41,42).

Retina goriiniir 1518a maruz kalmasindan dolay1 yiiksek oksijen tiiketen bir organdir.

Bu nedenle retina oksidatif strese karsi duyarlidir(43,44).

Isiga ve oksitatif strese maruz kalma durumu protein, lipid ve DNA*“da lipid

peroksidasyonuna neden olmaktadir(45).

Ayrica baz1 ¢aligmalar antioksidan vitaminler olan vitamin A,C ve E“lerden zengin

gidalar tiiketenlerde YBMD riskinde azalma gostermistir(46,47).

Ek olarak Eye Disease Case Control Study diisiik plazma C vitamini diizeylerinin
artmigs YBMD riski ile iligkili oldugunu gostermistir(48).

YBMD“de plazma glutatyon rediiktaz seviyeleri anlamli derecede diisiik izlenmistir.
(49).

Yine bir ¢alismanin sonucu sigara kullanmanin da oksidatif hasara yol agarak YBMD

icin risk faktorti oldugunu gostermektedir(50).

17



Inflamasyon: Epidemiyoloji ve laboratuar calismalari, enflamasyonun drusen ile
YBMD patogenezinde rol aldigini gostermektedir(51,52,53,54). YBMD'yi tahrik eden ana
patolojik degisiklikler enflamasyon, oksidatif stres ve endoplazmik retikulum (ER)
stresidir(55).Hipoksi ile indiiklenebilir faktor (Hif) -1a., oksijen gerginligi temelinde VEGF-
A gen ekspresyonunun diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan hipoksik yanitin anahtar bir

aracidir(56).

Doku kesitlerinin histolojik incelemelerinde RPE“ye ait hiicre atiklari, RPE bazal
lamina ve “Bruch” membranmi arasinda birikip kronik enflamasyon yoluyla drusen
olusturabildigi goriilmiistiir. Drusen akut ve kronik enflamatuar cevap olusturan proteinler
amiloid P ve kompleman proteinleri de igerir. Enflamasyon anjiyogenez ile alakalidir ve ileri

YBMD*“de neovaskiilarizasyonda rolii oldugu diisiiniilmektedir( 51-54).

Kuru tip YBMD"nin anlamli belirtisi olan drusen; apolipoprotein E, koagiilasyon
proteinleri, akut faz proteinleri, IgG, kompleman faktorleri gibi ¢ok sayida pro-inflamatuvar
faktorler icermektedir ve lokal inflamasyon YBMD“nin erken patogenezini

olusturmaktadir(57).

2.5 YBMD Histopatolojisi

Normal yaglanmaya bagli olarak makiilada gesitli degisiklikler meydana gelir. Bunlar;
fotoreseptor yogunluk ve dagiliminda azalma, pigment epitelinde ultrastriiktiirel
degisiklikler, melanin graniillerinde azalma, lipofuskin graniil ve artik cisimlerin

olusumudur.

Bazal laminar depozitlerin birikimi yagdan zengin graniiler material ve genis
araliklarla yerlesmis kollajen fibrillerinin, RPE“nin hiicre plazma membrani ve onun

bazal membrani arasinda birikmesidir.

Ilerleyici involiisyonel koryokapiller degisiklikler normal yaslanma siireci ile ilgili
olup YBMD nin bir par¢asi olmayabilir. YBMD*ye bagl degisiklikler ise yaslanmanin

parcasi degildir ve neovaskiiler olmayan ve neovaskiiler olarak siniflandirilabilir(17).
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Lipofuskin birikimi yaslanmayla beraber, drusen formasyonu ve lipofuskin
olusumunu hizlandiran ¢ok sayida metabolit retinada belirmeye baslar. Lipofuskin (LF)
hiicre yaslanma faktorii olarak isimlendirilir. Bunlar fotoreseptorlerin eksternal
segmentlerinin inkomplet metabolizma iiriinleridir. Protein lipid memran sikiliginin
kaybi1 sonucu lipozom lipofuskin dnce sitoplazmaya sonrasinda ekstrasiilliiler alana ¢ikar

ve sonunda drusenleri olusturur(58).

Lipofuskin molekiilii hibrid florofor A2-E (toksik vitamin A dimeri) igerir ve
fotoreseptdr apoptozunda aktif bir rol oynadigi lipofuskin YBMD patogenezine
dahildir(58).

Asirt diizeylerde, lipofuskin ve A2-E fotoreseptorleri ve koryokapillarisi hasarlar ve
cografik atrofiye sebep olur. RPE“ye toksik olmanin yaninda A2-E“nin kompleman

kaskadin1 aktive ettigi de gosterilmistir(59-60).

2.5.1 Non-Neovaskiiler Anormallikler (Kuru Tip YBMD)

Atrofik tip YBMD’de goriilen temel lezyonlar; drusen, RPE degisikligi, RPE’nin
cografik atrofisi ve fokal hiperpigmentasyonudur. Atrofik tip, YBMD’ nin %90’ 1ndan
sorumlu iken ancak hastalarin %10’da asikar gorme azalmas1 meydana gelir. Atrofik tip
YBMD’de goérme azalmasi yillar i¢inde yavas yavas gelismesine karsin, atrofik tip

zamanla eksiidatif tipe doniigebilir ve ani gorme azalmasi olusabilir(61).

2.5.2 Drusen

Almanca nodiil anlamina gelen, ilk defa 1854 yilinda Donders tarafindan tariflenen
drusen; makula icinde RPE seviyesinde yer alan, genellikle 50 yasindan biiytiklerde
goriilen sari-beyaz, hafifce kabarik birikintilerdir. Drusen tipik olarak kollajen, RPE

organelleri ve hiicre proseslerini kapsayan ekstraseliiler eozinofilik materyallerin fokal
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birikimidir ve RPE bazal membrani ile Bruch membranin kollajenez kat1 arasinda yer
alir(62-63).Bugiine kadar drusenin olusumu hakkinda ¢ok ¢esitli hipotezler One
stirilmiistiir fakat genellikle bu birikintilerin RPE  kaynakli  oldugu
diistiniilmektedir(64).Histopatolojik incelemeler drusenin dagiliminin Kkoryokapilleris

patternine uygunluk gosterdigini gostermistir(65-66).

Drusen'de plazma proteinlerinin gdzlemlenmesi ,enflamatuar bir yanit sirasinda, immiin
aracili, kompleman aktivasyonunun sebep oldugu oldugu mekanik onerilere yol agmustir.
RPE'den gelen sinyaller tarafindan tetiklenen olaylar, nedensel olarak drusen olusumunda
yer almaktadir(67).Oksidatif protein modifikasyonlar1 protein ¢apraz baglari, AGE'ler ve
lipitden tiiretilmis degisiklikler drusen formasyonunda birincil katalizorler olabilir.
Gergekten de AGE'ler vaskiiler endotelyal biiyiime faktor salgilanmasint ve in vivo
anjiyogenez uyarir bunun sonucunda da YBMD'de koroidal neovaskiilarizasyonda rol
oynayabilir (68-69).

Drusen her zaman makula dejeneresansina ilerlemez ve yalnizca normal yaslanma
bulgusu olarak kalabilir. Ilerleyici formda aym hastada zaman icerisinde farkli drusen
formlar1 olusabilir. Hastaligin prognozunda oynadiklari rol agisindan sayi, sekil ve

bliytikliiklerine gore siiflandirilabilirler.

Boyuta gore: 1- Kiigiik drusen: < 63 mikron
2- Orta drusen: 63-124 mikron

3- Biiyiik drusen: >124 mikron
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Klinik goriiniimiine gore:

Sert drusen: Bruch membraninin i¢ yiizeyinde hyalin materyalin birikimlerinden

olusur. Cap1 63 mikrondan kiigiik sinirlar1 belirgin sar1-gri renkte goriiliir.

Sert drusen kiimeleri; sert drusen birikimlerinin sik1 bir sekilde bir araya gelmesi ile
olusan ve yumusak druseni andiran lezyonlardan ibarettir. FFA ve indosiyanin yesili

anjiyografisinde(ICGA) erken ve geg evrede hiperfloresan olarak izlenirler(70).

Yumusak drusen: Yumusak drusen, 63 mikrondan biiyiik, sinirlar1 belirsiz ve farkl
blytliklik ve sekildedir.  Genellikle birlesme ve  kiimeler olusturma
egilimindedir.Histopatolojik olarak diffiiz bazal laminer veya bazal lineer depozitlerle
birlikte RPE-Bruch membran1 kompleksinde yaygin fonksiyon bozuklugunu temsil
eder.FFA’da gecikmis ve hafif bir hiperfloresans gosterirler, drusenin biiyiikliigii arttik¢a
floresans1 azalir. ICGA’da tiim fazlarda hipofloresandir. Yumusak drusenin bati
toplumlarinda eriskinlerde goriilme sikligi % 13-20 arasinda verilmektedir. Hem
insidans1 hem de prevelansi yasla iligkilidir ve KNV gelismesi agisindan biiylik risk

tasirlar(71-74).

Drusenin gerilemesiyle ilgili bulgular, beyazliginin artmasi, smirlarinin
keskinlesmesi, pigment birikintilerinin olusmasi1 ve Kalsifikasyonudur. Drusenin
gerilemesiyle incelmis RPE veya fokal jeografik atrofi alanlar1 ortaya ¢ikar.FFA’da
atrofik alanlar hiperfloresan, pigment ve kalsifikasyon hipofloresan olarak izlenir.
ICGA’nin erken fazinda hiperfloresan olarak baslayan atrofi alanlarmin bazilari
anjiografi ilerledik¢e tamamen hipofloresan olarak izlenirken, bazilar1 ise zemin koroid

floresansina gore daha hiperfloresan hale geger.

Retikiiler Drusen: Retikiiler drusenler FFA’da bulgu vermezler. Histolojik yapist

aydinlatilamamistir. KNV olusmasi igin yiiksek risklidir(75).

Gerileyen drusen:  Drusenin gerilemesi ile ortaya ¢ikan keskin simirli,beyaz,

kalsifiye, pigment birikimleri ile seyreden ve bunu zamanla RPE incelmesi veya atrofisinin

takip ettigi lezyonlardir. FFA’da RPE atrofisi, pigment kiimelerine bagli pencere

defektlerinin oldugu hiperfloresan goriiniimler verirken kalsifik drusen ise hipofloresan

ozellik gosterir. Bunlar, ICGA’da hiperfloresans goriiniim verirler(76).
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2.5.3 Retina Pigment Epiteli Degisiklikleri

Bruch membraninin i¢ katinin diffiiz kalinlagmasiyla birlikte klinik olarak
tespit edilen yumusak drusen birlikte RPE degisiklikleriyle birlikte seyredebilir. Bu
degisiklikler RPE’nin jeografik atrofisi, RPE’nin nonjeografik atrofisi,  fokal
hiperpigmentasyon ve bruch membraninin distrofik kalsifikasyonudur. Nonjeografik
atrofi; baslangigta fovea disinda beliren, zamanla foveayi da etkileyebilen keskin
siirli ve alttaki koroidal damarlarin secilebildigi RPE’nin fokal atrofisidir. RPE’de
genis atrofi alanlar1 disinda sensoriyal retina ve koriokapillarisin atrofisinin de
izlendigi, biiylik damar arkadlarin1 agsmayacak sekilde foveay1 da i¢ine alan atrofiler
jeografik atrofi olarak tanimlanir. Nonjeografik atrofi FFA’da erken donemde
pencere defektine uyacak sekilde lekeli hiperfloresans 6zellik gosterirken, geg
donemde hiperfloresans giderek azalir. Jeografik atrofide ise FFA’da erken fazda
koriokapillaris atrofisine bagl hiperfloresans izlenmezken, ge¢ donemde koroid ve

skleranin boyanmasi nedeniyle hiperfloresans izlenir(77).
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2.6 Neovaskiiler (yas) YBMD

Yas tip YBMD’nin kuru tipten ayirt edilmesi, “Bruch” membran/RPE kompleks
biitiinligiiniin ayrilmasi neticesinde meydana gelen PED ile olur. Sub-RPE ve subretinal
potansiyel bosluklara koryokapiller damarlarin ilerlemesiyle PED ve eksudatif tip
YBMD meydana gelir. PED’in en sik komplikasyonu koroidal neovaskiiler membrandir
(78-79). Insan retinasi viicuttaki en yiiksek oksijen tiiketimi ve metabolik aktiviteye
sahiptir. Retina damarlar1 dis pleksiform tabakaya kadar beslenmeyi saglarken daha
derin tabakalarin beslenmesi koroid damarlarindan saglanir. Depozitlerin varlig1 biiyiime
faktorlerini tetikleyebilir. Anjiogenez (Vaskiiler Endotelial Growth Factor,(VEGF) ve
anti- anjiogenez (Pigment Epithelium-Derived Factor, PEDF) faktorleri arasindaki

dengenin bozulmasi koroidal neovaskiilarizasyonu tetikler ( 80).

KNV: Yas tip YBMD nin en 6nemli bulgusu KNV’dir. KNV, koroidden yeni damar
olusumudur. Olusan yeni damarlardan sizan sivilar, retina tabakalarinda ayrilmalara ve
riiptiirlere, subretinal ve intraretinal kanamalara sebep olmaktadir. Koryokapiller
damarlar, “Bruch” membranindaki catlaklardan gecerek RPE ve “Bruch” membran:
arasindaki bosluga (sub-RPE KNV, tip 1 biiylime paterni), retina ve RPE arasina
(subretinal KNV, tip 2 biiylime paterni) veya her iki bosluga (kombine biiyiime paterni)
ilerleyebilirler. Tip 1 KNV nin anjiyografik bulgusu okiilt, tip2 KNV nin anjiyografik
bulgusu klasik tipe karsilik gelir. Tip 1 KNV, yas tip YBMD igin karakteristiktir(78).

Klasik KNV: KNV’ nun histolojik olarak gosterildigi ilk anjiografik
tiptir. Asikar KNV Bruch membranindaki bir gatlaktan koroid kapillerinin
proliferasyonu sonucu, anjiogramin erken fazinda, sinirlar1 son derece iyi belirlenen,
komsu dokulardan ayirt edilebilen parlak hiperfléresans veren ve giderek fléresein
sizmasi sonucu ge¢ gollenme tarzinda ¢evresindeki subsensoryal retinal alani sizint1 ile
dolduran durumdur. YBMD’lerin %12’si yas tiptedir ve bunlarin %13’ klasik
KNV ozellikleri gosterir(81).

Okiilt KNV: Klasik dist tim goriiniimleri kapsayan subretinal pigment epitelyum
lezyonudur. Beraberinde eksudatif veya hemorajik belirtiler olmasi iizerindeki pigment

epitelinin veya damarsal etkisiyle degisik goriintiiler sergiler(82). FFA’da floresein
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gollenmesinin kesin odagi net olarak izlenmeyebilir. Koroidal floresansin goriilmesini
engellemeye yetecek kalinlikta kanama olmasi, hiperplastik pigment RPE’nin ser6z
dekolmanlari, KNV’ nin yavas kan akimi veya fibroz doku nedeniyle organize olmus kabarik
alanda floresansin blokajina bagli olarak, KNV smirlarin1 maskeleyen ozellikler ortaya
¢ikar(83-84). Makuler Fotokoagulasyon Calisma Grubu tarafinda floresein anjiografide 2
farkli gizli KNV floresans paterni belirtilmistir. Bu paternler fibrovaskiiler pigment epitel

dekolmani (PED)ve kaynagi belirsiz geg¢ faz hiperfloresanstir.

2.7Yasa Bagh Makula Dejenerasyonunda Tedavi
2.7.1 Non-Neovaskiiler (Kuru Tip) YBMD Tedavisi

Atrofik tip YBMD tedavisini ve hastaligin ilerlemesi ile eksiidatif tipe
doniigiimiinlin engellenmesini saglayabilecek kabul edilmis etkin bir tedavi yontemi
yoktur. Oksidatif stresin azaltilmasi ya da 6nlenmesi i¢in antioksidan, vitamin ve bazi
minerallerden zengin diyet ve takviye ilaclarin kullanimi son yillarda YBMD

profilaksisinde giindeme gelmistir (85-88).

Bu konuda en temel ¢aligma olan AREDS’in raporuna gore ilave antioksidan
desteginin YBMD progresyonunu yavaslattigi bildirilmistir. Takip siiresi ortalama 6.3
yil olan bu ¢alismada 55 yas lizeri 3640 kisi izlenmis ve vitamin C, vitamin E, B karoten
ile ¢inko kullaniminin ileri evre YBMD’yi plasebo grubuna gore %25 oraninda azalttigi
gosterilmistir (85-88). Calismada 500 mg vitamin C, 400 IU vitamin E, 15 mg 8 karoten,
15 mg elementer ¢inkoya esdeger 80 mg ¢inko-oksid ve 2 mg bakir-oksid giinliik olarak
tedavi grubuna verilmistir. Cogu calismada karotenoidlerden B karoten, lutein ve
zeoksantin ¢alisilmis olup, 6zellikle lutein ve zeoksantinin kisa dalga boylu mavi 151k ile
UV 15181 absorbe ederek retinal fotooksidatif hasari azalttigi bildirilmistir (89). LAST
calismasinda atrofik YBMD hastalarinda 10 mg/giin lutein desteginin makiila pigment
yogunlugunu, kontrast duyarliligi ve gorme keskinligini anlamli olarak arttirdig:
gosterilmistir(88). Yiiksek doz lutein ve zeoksantinin saglam retinada erken YBMD
hastalik gelisimine etkisi yokken, ge¢ evre YBMD’ye progresyonun dnlenmesinde
faydali oldugu bilinmektedir (90). Karotenoidlerden en ¢ok ¢alisilan 3 karotenin yeni

caligmalarda sigara igenlerde akciger kanseri riskini arttirdiginin saptanmasi ve Blue
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Mountain c¢alismasinda YBMD riskini arttirdiginin bildirilmesi iizerine gliniimiizde
kullanim1 6nerilmemektedir. NHNES (22) raporunda ise erken YBMD gelisiminin
onlenmesinde D vitamininin etkisinden bahsedilmektedir AREDS raporunda diyetle
omega 3 ve 6 yag asitlerinin alimi lizerinde de durulmaktadir. Blue Mountain ve AREDS
calismalarinda 15.8 mg/giin ve iizeri ¢inko aliminin erken ve ge¢ YBMD sikligini

azalttig1 bildirilmektedir (85-91).
Sonug olarak, erken evre YBMD saptandiginda 10 mg/giin lutein ve 500-1000

mg/giin omega 3 alimi1 Onerilebilirken, bir gozde ileri evre YBMD varliginda AREDS

tarzinda yogun antioksidan destegi giindeme gelebilir.

2.7.2 Neovaskiiler (Yas Tip) YBMD Tedavisi

1) Lazer Fotokoagiilasyon

2) Fotodinamik Tedavi

3) Transpupiller Termoterapi (TTT):

4) Radyasyon Tedavisi:

5) Cerrahi Tedaviler

6) Antianjiyojenik Tedavi

YBMD etyolojisinde anjiogenik faktorlerin gosterilmesi ile antianjiogenik tedavi

secenekleri ortaya atilmistir (92). Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii anjiyogenezin gii¢lii

bir sitokin modiilatoriidiir, hem retinal hem de koroidal yeni damarlarin biiyiimesini

destekler ve neovaskiiler YBMD gozlerinde koroidal neovaskiiler membran gelisimi i¢in
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kritik kabul edilir( 93).Cok farkli tedavi segenekleri olmasina ragmen halen kesin ve net bir
tedavi secenegi bulunmamaktadir. Intravitreal anti-VEGF enjeksyonu, yas tip YBMD
tedavisinde dstiin bir yontem olarak degerlendirilmektedir. Bevacizumab(Avastin),
Pegaptanib (Macugen), ranibizumab (Lucentis),aflibercept ( Eylea) intravitreal enjeksyonla
uygulanan ilaclardir. Intravitreal triamsinolon da primer olarak KNV tedavisinde, genellikle
FDT’ye adjuvan tedavi olarak kullanilmaktadir(94).Ancak intravitreal triamsinolona bagli
gozi¢i basing artist ve lens kesafeti olma riski anti-VEGF ajanlara gore daha fazla

bulunmustur(95).

Pegaptanib, YBMD anjiyogenezisten sorumlu en 6nemli faktorler olan VEGF’in
VEGF165 patolojik izoformuna baglanarak anjiyogenezis dongiistinii durdurur. Yar:
omrii 1 giindiir. “VEGF Inhibition Study in Ocular Neovascularization” (VISION)
calismasinda FDT den farkli olarak pegaptanibin, YBMD ye bagl tiim KNV tiplerine etkili
oldugu gosterilmistir.(96)ilacin etkisinden ziyade uygulama seklinden dolay: endoftalmi,

vitreus hemorajisi, katarakt ve retina dekolman gibi yan etkiler goriilebilir(94,97).

Ranibizumab, rekombinant monoklonal antikor teknolojisi ile tiretilen, VEGF

A’nin tiim izoformlarina baglanabilen insan anti-VEGF antikor fragmanidir(94).Yar1 émrii
ortalama 21 giindiir. “Minimally classic/occult trial of the Anti-VEGF antibody
Ranibizumab In the treatment of Neovascular AMD” (MARINA) ve “Anti-VEGF Antibody
for the Treatment of Predominantly Classic Choroidal Neovascularization in AMD”
(ANCHOR) caligma gruplarinda intravitreal ranibizumab enjeksyonunun neovaskiiler
bliyiimeyi ve sizintiy1 inhibe ettigi, intraretinal ve subretinal siviyr azalttigi, gérme
keskinligini arttirdig: rapor edilmistir. Ilaca bagli serebrovaskiiler hadise ve miyokard
enfaktiisii de bildirilmistir(94,96,98).

Bevacizumab, insan VEGF-A’nin tiim izoformlarini notralize etmek icin
tasarlanmis, monoklonal antikor teknolojisi ile iiretilen esasinda kolorektal, akciger ve meme

kanserinde kullanilmasi i¢in 2004 yilinda US FDA tarafindan ruhsatlandirilmis bir ilagtir(
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93). Aymi zamanda YBMD’ye bagli KNV tedavisinde “endikasyon dis1” olarak
kullanilmaktadir. Yar: 6mrii yaklagik 40 giindiir.

Aflibercept 2011 yilinda FDA tarafindan onaylandi. Yeni bir anti-VEGF ajan olan
VEGF Trap-Eye, insan IgG1 Fc pargasi ile insan VEGF reseptor-1 ve VEGF reseptor-2’nin
(VEGFR1 ve VEGFR2) anahtar par¢alarindan olusan 115 kDA luk bir rekombinant fiizyon
proteinidir ( 99). Bu ilag, VEGF dimerlerini “bir kapan gibi (trap)” baglar ve adin1 buradan
alir. Ayrica, baglama ve etkin bir sekilde yeteneklidir VEGF-B ve plasental biiylime faktori
1'i (PGF1) bloke eder(99).

Cin Gida ve ilag Idaresi tarafindan , son zamanlarda YBMD tedavisi i¢in yeni ajan olarak
conbercept onaylandi (100).Conbercept, VEGF ailesi proteinlerinin aktivitesini inhibe eden
ve yas tip YBMD tedavisinde kullanilan genetik olarak gelistirilmis bir homodimerik
proteindir(101,102).

In vitro caligmalar PDGF'nin anjiyogenez siirecinde Onemli bir rol oynadigini
gostermistir(103). Pegpleranib (Fovista; Ophthotech) bir pegile DNA aptameridir. PDGF-
BB ve PDGF-AB homodimerlerine ve heterodimerlerine  segici olarak baglanir
etkilesimlerini kendi tirozin kinaz reseptorleri lizerindeki etkilesimle kesintiye ugratir. Bu
reseptorler genellikle yeni olusan damarlar1 stabilize eden perisitler iizerinden etki eder.
Pegpleranib (Fovista; Ophthotech) PDGF'nin perisitler {izerindeki etkisini bozarak,

anjiyojenik stireci olumsuz etkiler(104).

Anjiyopoietin 2, patolojik retinal neovaskiilarizasyon gibi retinal vaskiiler hastaliklar
dahil olmak ftizere, proanjiyojenik hastaliklarda artmaktadir. Bu nedenle, hem VEGF'nin
hem de anjiyopoietin 2 nin segici nétralizasyonu patolojik okiiler vaskiilatuar hastaliklari
anti-VEGF monoterapisine kiyasla normallestirebilir(105).Nesvacumab (Regeneron) bir
antiangiopoietin 2 monoklonal antikorudur ve sadece anjiyopoietin 2 yi hedefler, bu yiizden
aflibercept ile birlikte kullanilmalidir. Faz 1 de olan bu ¢alismada, nesvacumab-aflibercept
kombinasyonunun etkili ve giivenli oldugu kanitlanmistir. YBMD'de bir faz 2 ¢alismasi

etkinligini ve giivenirligini daha fazla degerlendirmek i¢in su anda yiritilmektedir(106).

27



3.GEREC VE YONTEM

3.1 Proteomiks Analizi

Proteomiks genomun tiim protein komplementlerini (proteom) calisan bir bilim
dalidir. Proteomiks ve proteom terimleri Marc Wilkins ve arkadaslarinca 1990’1larda
tiiretilmistir. Bu kelimeler tiim bir organizmadaki tiim genlerin kolleksiyonlarini
ifade eden genomiks ve genom kelimelerinin yansimalaridir. Proteomiks, ¢cok genel
anlam1 ile RNA-protein iliskisini aciklamaya calisan, hiicre ve dokular1 olusturan
proteinlerin ifade bulmalar1 sirasindaki post-transkripsiyonal modifikasyon ve
translasyon sirasinda olusan degisiklikler ile ilgilenen bir bilim dalidir(107).Hiicrede
gerceklesen posttranslasyonel modifikasyonlar normal ve patolojik dokulardaki
farkliliklar1 belirler ve proteinde goriilen post-modifikasyonlarin tiimiiniin bilgisini
protein kodlayan bolgelerdeki genomik bilgi tek basina veremez. Bu nedenlerle,
genomik calismalar her zaman nihai protein ekspresyonu hakkinda dogru bilgiler
saglayamaz iken yapilan proteom calismalari, hastalik patolojisini ve fenotipini
genomik caligmalardan farkli yollarla ortaya ¢ikarabilmektedir.

Hastaliklarin erken tanisi, risklerin veya tedavi yanitlarmin izlenebilmesi igin
biyobelirteglerin kesfi; klinik sonuglar1 diizeltebilecek yeni tedavilerin gelistirilebilmesi

icin protein hedeflerinin tespit edilebilmesi klinik proteomiksin temel amaglarindandir

3.1.1 Biyobelirtegler

Hastaliklarin  patofizyolojisinin  zamanla anlasilmasi hastalarin basariyla tedavi
edilebilmesini etkileyen en temel faktordiir(108). Giiniimiizde biyolojik orneklerde
molekiiler yontemler kullanilarak bir takim belirtecler yardimi ile tan1 konulmasi olagan
bir uygulamadir. Hastaliklar i¢in yiiksek riskli bireylerin taranmasini, erken tani
konulmasini, prognoz tahminini ve tedavi yanmitinin izlenmesi bu belirteglerin
konsantrasyonlarindaki degisikliklerin tespit edilmesiyle miimkiin olabilmektedir.

Klinik uygulamada kullanilan bu belirteclerin esas amaci mortalite ve morbiditeyi
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azaltmaktir. Biyobelirtegler genellikle monoklonal antikor tabanli metodlarla tespit
edilen veya miktar1 Olgiilen protein molekiilleridir. Ancak gilinlimiizde biyobelirteg
olarak kullanilan veya belirte¢ potansiyeli olan birgok molekiil tek basina ideal bir
molekiiliin 6zelliklerini tasimamaktadir. Teorik olarak her hastalik 6zgiin bir
biyobelirtegle ortaya cikarilabilir ve karakterize edilebilir ve bu belirtegler tek bir
molekiil olabilir. Bagka bir alternatif ise hastaliga 6zgii bir protein olmak yerine hastalik
durumunda posttranslasyonel modifikasyonlarla degismis olan bir protein veya

proteinler paneli olabilir(109).
3.1.2 Proteom Analizinde Kullanilan Genel Strateji

Ornek hazirlig1 proteom analizi i¢in ilk adimdir. Tiim hiicre ve doku &ziitlerinde
proteinlerin farkli molekiiler kiitle, yiik, izoelektrik nokta ve ¢oziiniirliige sahip
olmalar1 6rnek hazirlanmasindaki ana problemdir.(110) Ayrica bu asamada 6rnek
karmagsikliginin azaltilmasi1 da énemlidir. Proteom analizinde ikinci adim analitik
protein ayrim teknolojisidir. Analitik protein ayrim teknolojisinde 6nce kompleks
protein karisimlarimlar1 belli proteinlere ya da protein alt gruplarina ayrilarak
basitlestirir. Daha sonra Ornekler arasinda karsilastirma yapilarak protein
diizeylerindeki farkliliklar belirlenir. Proteinlerin ayrimi arastirictya analizi icin
spesifik proteinleri hedeflemesini saglar. Ilki s1v1 fazda ayrimin yapildigi metod ve
ikincisi ise proteomikste altin standart olup siklikla tercih edilen 2D (iki boyutlu) jel
elektroforez metodu olmak tizere iki tip metod mevcuttur(110,111). Bunlardan farkl
olarak diger protein ayirma teknikleri 1D jel elektroforezi, poliakrilamid jel
elektroforezi 1. SDS- PAGE (denatiire edici page) ve 2.ND-PAGE(non denatiire
edici page), HPLC (yliksek performans likit kromatografisi), kapiler elektroforez,
izoelektrik fokuslama ve kromatografik yontemlerdir.(110,111) Ayristirilmis
orneklerin analizi, Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time of Flight
(MALDI-ToF), ESI-MS  (electrospray  ionization-mass  spectrometry),
PSDMALDIMS (Post Source Decay) ve SELDI-TOF (Surace Enhanced Laser
Desorption lonization) yontemleri ile yapilir. Kiitle spektrumu ve kromatogram
verileri alinan 6rnekler i¢in veri tabaninda tarama yapilmakta ve belirli olasiliklarla
protein eslestirmeleri elde edilmektedir. MALDI-TOF ile protein bilgisine ulasilip
proteinin adi konulduktan sonra, ESI-MS igin kullanilan Q-TOF ile amino asit

dizilimlerine ulasilarak proteinlerin primer amino asit dizileri aydinlatilabilmektedir.
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. Veri tabanlari iizerinden kimligi belirlenmis olan proteinler degerlendirilerek farkli
tedavi dozlarina yanit, tedavi edilen ve edilmeyen bireylerdeki protein haritalar1 veya
farkl1 hastaliklar1 tagiyan vakalar ile kontrol gruplar arasinda fark dogrudan ve en

glivenilir sekilde ortaya koyulmaktadir.

3.2.MALDI-TOF Kiitle Spektrometrisi Analizi

Kiitle spektrometre aletleri iyonlastirilmis maddeleri gaz fazinda analiz ederler.
Bu nedenle bir kiitle spektrometresi iyon kaynagi, kiitle/ylik oranini belirleyebilen
bir kiitle analiz cihazi ve bir dedektérden olusur. Proteinlerin ve biyolojik
molekiillerin gaz fazina tasimilabilmesi ESI (electrospray ionisation) veya MALDI
(matrix assisted laser desorption/ionization) teknikleri ile yapilir. MALDI
tekniginde analizi yapilacak maddeler kat1 bir kristal matriks ortamindan lazerle
iyonize edilir. Matriksin olmadigi ortamda biyomolekiil pargalanacagi i¢in matriksin
kullanilmas: sarttir. Iyonlastirilmis  biyomolekiiller elektrik alan icerisinde
hizlandirilarak bir tiip icerisine aktarilir. Iyonlarm bu tiip icerisindeki hizlar1 her bir
tyonun kiitle ve yiikii ile dogru orantilidir. Boylece her bir iyonun tiipten ¢ikis ani

sahip oldugu kiitle/yiik sinyal oranina bagli olarak degisir.

MALDI-TOF metodu kullanilarak proteinlerin ve diger biyomolekiillerin
karakterizasyonu ve tanimi1 miimkiindiir. Bu metod olduk¢a duyarli olup molekiiler
agirliklart 400 ile 350,000 Da arasindaki polipeptidlerin tanimlanmasini saglar. Elde
edilen kiitle/yiik degerlerinin analizi MALDI-TOF analizinden elde edilen kiitle/yiik
degerleri Swiss-Prot veri bankasinda Prospector adi verilen ve iicretsiz ulagilabilinen
bir programda arastirilabilir. Bu programin amaci arastirilan proteinin kiitle/yiik
degerlerini bugiine kadar bilinen tiim kiitle/yiik degerleri ile karsilastirmak, veri
tabanindaki degerlerle eslesip eslesmedigini arastirmak ve hangi proteine ait
oldugunu tespit etmeye calismaktir. Protein prospektor igerisinde birkag farkli
programi kullanmak miimkiindiir. (Swiss-Prot veri bankasi,

http://prospector.ucsf.edu/)

Bu baglamda kullanabilecegimiz ikinci bir program da Peptident ad1 altinda sunulan
ve Expasy veri bankasi tarafindan {icretsiz olarak kullanima acilan veri tabanidir

(http://ca.expasy.org/tools/peptident.html). Olduke¢a kolay kullanilabilinen bir kullanici-
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ortamina (interface) sahip olan bu program elde edilen kiitle/yiik degerlerini direk olarak

veri bankasi igerisinde arastirir.

Kisacasi proteomiks analizinde kullanilan genel strateji; (1) Ekstraksiyon,
soliibilizasyon, o©n-fraksiyonlama, DNA’nin uzaklastirilmasi, yaygin bulunan
proteinlerin uzaklastirilmas1 gibi teknikleri i¢ceren 6rnek hazirligi. . (2) Protein
ve/veya peptitlerin tanimlanmasi (identifikasyonu) ve elektroforeze dayali

tekniklerin kullanimidir.

3.3 Karsilastirmah Proteomiks Calismalarinin Amaci

Klinik proteomiks calismalarinda temel amag, farkli hastaliklara ait 6zgilin
biyobelirteclerin ortaya konmasi ve bunun tami testi olarak kullanilmasidir.
Biyokimyasal mekanizmalarin karmasikligi nedeni ile bir¢ok hastalikta tek bir
biyolojik belirte¢ ile sonuca ulagilamamaktadir. Bu nedenle hastalik progresyonu
sirasinda ortaya ¢ikan molekiillerin ¢alisilmasinda, ¢oklu belirte¢ panellerinin veya

proteomiks panellerinin ¢alisilmasi giderek 6nem kazanmaktadir(112,113).

Normal biyolojik siireglerin ve hastaliklarin altinda yatan mekanizmalarin
tanimlanmasi, viicut s1vilarinda, hiicrelerde veya doku biyopsilerinde diyagnostik ve
prognostik hastalik belirteclerinin tanimlanmasi, hastalik progresyonunun izlenmesi
ve subklasifikasyonu, yeni tedavi stratejilerinin belirlenmesi, viicut sivi 6rneklerinin
veya doku biyopsilerinin orijinlerinin belirlenmesi, sivi, hiicre veya dokularda
protein fenotiplerinin ve post-translasyonal modlarin belirlenmesi, immiinoglobulin
klonlarinin arastirilmasi genetik otoimmiin, enfeksiyonel veya neoplastik hastaliklar

olarak tanimlanabilir.

3.4 Deneyin Uygulanisi

Calisma Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi Goz Hastaliklar1 Anabilim Dali’nda,
Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’ nin katkilar1 ve Kocaeli Universitesi Tip Fakiiltesi
Etik Kurulu’nun izni ile gerceklestirildi. Calisma Kocaeli Universitesi T1p Fakiiltesi
G0z Hastaliklar1 Retina departmaninda Mayis 2016 — Ocak 2018 aylar1 arasinda

hasta grubu olarak Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu tanist konulan ve daha 6nce
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enjeksiyon olmamis intravitreal enjeksiyon endikasyonu alan 13 hastanin 13 gozii
calismaya alindi. Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu tanis1 fundus muayenesi, OKT
ve FFA ile desteklenerek konuldu. Bu hasta grubu intravitreal enjeksiyon
yapildiktan sonra gozi¢i basinci artma riski olan hastalardan vitreus ponksiyonu
yapilarak go6zi¢i basinct dengeleme istegi de mevcuttu. Vitreus bosluguna
intravitreal tedavi ile ek sivinin verilmesi g6z i¢i basincinda ani yiikselmeye neden
olabilir. Intravitreal anti-VEGF tedavisinden sonra bu gecici kisa siireli GIiB

yikselmesi ( 30 dk ya kadar devam eder) bir¢ok yazar tarafindan incelenmistir(95).

11 hastanin 11 gozii de kontrol grubunu olusturmaktaydi. Kontrol grubuna
herhangi bir sistemik ve retinal hastaligi olmayan saglikli grup hastalar alindi.
Katarakt cerrahisi sirasinda arka kapsiilii a¢ilan hastalardan vitreus 6negi alindi.
Kontrol grubuna dahil edilmeme kriterleri, iiveit atagi gegirme bulgusu, glokom,
yasa bagli makula dejenerasyonu, retinal arter ya da ven okliizyonu, hipertansif
retinopati, diyabet tanis1 ve daha dnce vitreoretinal cerrahi gecirmis olan hastalar

kontrol grubuna alinmadi.

Hastalardan vitreustan 6rnek alma bigimi, intravitreal enjeksiyonlarin uygulanis
bi¢imi, beklenen etkisi ve olasi komplikasyonlar1 hakkinda bilgilendirildi ve islemin
gercgeklestirilmesi icin bilgilendirilmis onam formlar1 alindi
Hastalarin enjeksiyon Oncesindeki sistemik ve oftalmolojik hikayeleri kaydedilip,
enjeksiyon Oncesinde ve enjeksiyon sonrasi 1.glin, 1.hafta, ve aylik kontrollerinde
oftalmolojik muayeneleri yapildi. Snellen eseli kullanilarak en iyi diizeltilmis gérme
keskinligi ve yarikli 1g1k biomikroskopisi ile muayeneleri yapilarak 6n segment bulgular:
degerlendirildi. Goldmann applanasyon tonometresi ile goz i¢i basinglar1 ol¢iildi.
Tropikamid ve fenilefrin damla ile pupiller dilatasyonun ardindan 90 D lens ile detayl

fundus muayeneleri yapildu.
3.4.1 Ornek Alinma Bicimi ve Enjeksiyon Teknigi

Tiim miidahaleler ameliyathane kosullarinda yapildi.Kontrol gruplarinda peribulber
anesteziden sonra goz kapaklar1 ve ¢evresi %10’ luk povidon-iyodin emdirilmis steril
gazli bezle silindi. Kurulandiktan sonra steril drape oOrtiildii. Katarakt cerrahisine
basladiktan sonra islem esnasinda komplikasyon sonucunda arka kapsiilii agilan

hastalardan transkonjuktival 23 gauge sklerotomi agilarak, okiitomun aspirasyon ucuna
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enjektor takilmis bir vaziyette vitreus 6rnegi(yaklasik 0,5-0,6 mL) alindi. Bu islemlerin
hi¢ birinde 6n kamara koruyucu ve inflizyon kullanilmadi. Ardindan rutin cerrahi

prosediire devam edildi

Calisma gruplarinda 1cc(lidokain+bupivakain karisimi) peribulber anesteziden sonra
g6z kapaklar1 ve ¢evresi %10’ luk povidon-iyodin emdirilmis steril gazli bezle silindi.
Kurulandiktan sonra steril drape ortiildii. Steril kapak ekartorii yerlestirildikten sonra goz
ylizeyine %S5’ lik povidon- iyodin dokiilerek 3 dakika bekletildi ve ardindan steril
izotonik soliisyonla yikandi. Transkonjuktival 23 gauge sklerotomi agilarak, okutomun
aspirasyon ucuna enjektor takilmis bir vaziyette 0,5 mL vitreus 0rnegi alindi. Bu
islemlerin hig birinde 6n kamara koruyucu ve infuzyon kullanilmadi. Ornek alindiktan
sonra Oon kamara girig yeri sizdirmadigindan emin olunduktan sonra, transkonjuktival
sklerotomi trokar1 ¢ikarilip pamuklu ¢cubuk ile basing uygulandi. Sklerotomiden sizdirma
olmadigindan emin olundu. Ardindan, fakik gozlerde limbustan 4 mm, pseudofakik
gozlerde limbustan 3.5 mm uzaklik pergelle isaretlendi. . Giris yeri olarak iist temporal
kadran tercih edilmeye calisildi. 30 gaugelik igne ile pergelle belirlenen noktadan
merkeze dogru 0.5 mg ranibizumab yada aflibercept enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi
igne geri cekildikten hemen sonra ilacin geri sizmasini ve konjonktiva kanamasini
onlemek i¢in enjeksiyon yerine steril pamuklu ¢ubuk ile kisa siireli hafif basing
uygulandi. Enjeksiyondan hemen sonra goziin toniisii dijital olarak kontrol edildi ve 151k
hissinin olup olmadig1 sorgulandi. Tiim hastalarin gozii antibiyotikli pomad ile kapatildi
ve 1 hafta kullanmak iizere antibiyotikli damla verildi. Ani gérme azalmasi, agri,
kizariklik gibi sikayetlerinin olmasi1 durumunda acile basvurmalar1 konusunda uyarildi.
Hastalar ertesi gilin kontrole cagrilarak biomikroskobik muayene ile enfeksiyon

acisindan ve ani goz igi basing artisi agisindan muayene edildi.

Alinmig ornekler steril ependorf tiiplerine yerlestirildikten sonra, -80 derecelik siv1
azot tankinda dondurulup, -80 derecede buzdolabinda bekletildi. Ornekler hep aym

cerrah tarafindan alindi. Higbir operasyonda komplikasyon gelismedi.
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Sekil 2 : vitreus Ornegi alinmasi ve intravitreal enjeksiyon teknigi (A) 23 gauge

transkonjuktival sklerotomi acilacak yerin pergelle isaretlenmesi, (B) okiitom yardimiyla
vitreus Ornegi alinmasi, (C)trokar c¢ikarildiktan sonra sklerotomi {izerine basing
uygulanmasi, (D) intravitreal enjeksiyon yapilmasi, (E) enjeksiyon yerine basing

uygulanmast

3.5 Proteomiks Degerlendirmesi
3.5.1 Orneklerden Protein Oziitlerinin Hazirlanmasi

Vitroz sivisi ve retina orneklerinden protein 6ziitleri DIGE tamponu (7 M Urea,
2 M Thiourea, 30 mM Tris, and 5 mM Mg(CH3COO)2, pH 9) igerisinde hazirlandi.

Orneklerin homojenizasyonu sirasinda protein yikimini engellemek igin proteaz
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inhibitor karisimi eklendi. Homojenize edilen 6rneklerden proteinleri igeren sivi
kismi elde edebilmek i¢in 6rnekler once +4°C’de 10.000xg’de 10 dk santrifiij edildi,
olusan s1vi1 iist faz temiz yeni tiipe alinarak 6rnekler tekrar 4°C’de 20,000xg’de 30
dk santrifiij edildi. Santrifiij sonunda iyice temizlenen protein igeren supernatant

dikkatlice pipet yardimiyla alinarak Lo Binding tiipler icerisine aktarildi.

3.5.2 Protein Konsantrasyonunun Tayini

Ornekler kullamlmak {izere -80°C’de saklama oncesi protein konsantrasyonlarmin
Olciilmesi gerekmektedir. Protein konsantrasyonlari hazirlanan standartlar ve gerekli
ornek dillisyonlar1 kullanilarak Bradford metodu ile belirlendi ve tiipler iizerine

konsantrasyonlar yazilarak ornekler hizli dondurma sonrasi -80°C’de saklandi.
3.5.3 Protein Orneklerinin Odaklanmalari ve 2D Jel Elektroforezleri

Protein Orneklerine ilk asamada IPG stripler {lizerine gegebilmeleri i¢in striplerle
birlikte rehidrasyona tabi tutuldu. izoelektrik odaklamada 6nciil denemeler icin 7cm’lik
IPG stripler (pH 3-10 NL), analizler i¢in ise 17 cm’lik IPG stripleri (pH 5-8 NL). ). Bu
asamada 7cm IPG stripler i¢in 100 pg, 17cm IPG stripler i¢in ise 750 pg protein drnegi
kullanildi. Gerekli miktardaki protein 6rnegi 2D rehidrasyon tamponu ile karistirilip
igerisine stripin pH'sma uygun %1 Amphylote ve %1 TBP eklendi. Bu asamadan sonra
protein ornekleri fokuslama trayleri igerisine konuldu ve 6rneklerin iizerlerine uygun
IPG stripler dikkatli bir sekilde yerlestirilerek SOpA/IPG Strip akim uygulanacak sekilde
PROTEAN IEF (BioRad) igerisinde aktif rehidrasyona tutuldu (20°C). Aktif rehidrasyon
sirasinda 1. saatin sonunda oOrne8in buharlagsmasini 6nlemek i¢in IPG striplerin
tizerilerine 2-3 ml mineral yag ilave edildi ve yaklasik 16 saat rehidrasyon islemine

devam edildi.

Rehidrasyon isleminden sonra IPG striplerin izoelektrik odaklamasina gecildi.
Rehidrasyon sonunda IPG stripler alinarak iizerlerinde fazla miktarda bulunan yag
kurutma kagidi ve su yardimu ile temizlendi, ardindan temiz bir fokuslama trayi igerisine
konularak iizerlerine yeni mineral yag eklendi. Trayler daha sonra yine PROTEAN IEF
(BioRad) icerisine konularak adim adim akimi yiikselten ii¢ asamali bir program ile

20°C’de fokuslandi (7cm'lik IPG stripler i¢in S1:250V 20 dk Linear, S2: 4000V 2 saat
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Lineer, S3: 4000volt, 10000 V-saat, Rapid, toplam 5 saat 14000 V-saat. 11cm'lik IPG
stripler i¢in S1:250V 20 dk Linear, S2: 8000V 2.5 saat Lineer, S3: 8000volt, 20000 V-
saat, Rapid, toplam 5.3 saat ~30000 V-saat. 17cm'lik IPG stripler i¢in S1:250V 20 dk
Linear, S2: 10000V 2.5 saat Lineer, S3: 10000volt, 40000 V-saat, Rapid, toplam 7 saat
~50000 V-saat.). Fokuslama sirasinda proteinler ait olduklar1 izoelektrik noktalarina

gore IPG strip lizerinde siralanirlar.

Fokuslama sonrasinda stripler tampon | (6M iire, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) DTT) ve tampon II (6M iire, 0.375M tris-HCL pH8.8, 2% SDS,
20% gliserol, 2% (w/v) iodoasetamid) igerisinde 30 dk’lik siirelerle yikandi. Stripler bu
asamadan sonra hazirlanan veya precast olarak alinan poliakrilamid jellere (12% veya
degisik konsantrasyonlarda) yerlestirilerek elektroforez (7 cm'lik stripler i¢in Mini
Protean Tetra Cell (Bio-Rad) kullanilarak ve 17 cm'lik stripler i¢in Dodeca Cell (Bio-
Rad) kullanilarak 35mA 30 dk, 48mA 5 saat 16°C’de) ile molekiiler biiyiikliiklerine
(MW) gore ikinci boyutta (2D) ayirima tabii tutuldu [Laemmli vd. 1970]. Ikinci boyutta
ayirim sirasinda kullanilacak jeller igin jel jel farkliligini ortadan kaldirmak amaciyla
coklu ornek ¢aligmalarinda 17'cm'lik stripler i¢in DODECA (BioRad) jel dokme, jel

yiiriitme ve boyama sistemi kullanildi.

Elektroforez sonrasinda jeller 40% metanol, 10% asetik asit icerisinde en az bir saat
fikse edildi ve ardindan laboratuarimizda iiretilen Murafast colloidal Coomassie mavisi
boyasi igerisinde gece boyu boyandi. Jellerin goriintiilenmesi VersaDoc sistemi
(BioRad) ile yapildiktan sonra jellerin analizleri PDQuest Advanced programi ile
yapilarak istatistiki olarak anlamli olan spotlarin kesimi Spot-cutter robotu (BioRad) ile

yapildi.
3.5.4 In-Gel Tripsin Kesimi ve Zip-Tip C18

Protein spotlarindan peptidlerin elde edilebilmesi i¢in proteinlerin jel icerinde
peptidlerine ayrilmasi ve ardindan jelden izole edilmeleri gerekmektedir. Bu islem i¢in
spot Ornekleri %50 asetonitril (ACN) ve %50 25 mM amonyum bikarbonat ¢6zeltisi
icerisinde destain edilerek calkalamali vorteks iizerinde yikanir. Yikama sonunda
ornekler 25mM amonyum bikarbonat igerisinde 10% TCEP olacak sekilde 60°C’de 10

dk distilfit baglarinin kirilmasi saglanacak reducing edilir. Ardindan son konsantrasyonu
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100 mM iyodaasetamit (IAA) olan 25mM amonyum bikarbonat igerisinde oda
sicakliginda karanlikta 1 saat bekletilerek indirgenmis olan sistin yan zincirlerinden
metillenecektir (Alkylation). Bu islem sonunda %100°liik ACN igerisine alinan spotlar,
ACN uzaklastirildiktan sonra son konsantrasyonu 10ng/ul olan tripsin ile 30°C’de gece
boyu kesime almir. Orneklerin Zip-Tip’leri uglarin énce ACN ve 0,1% triflorik asit ile
dengelenmesi ile baglar. Her 6rnek 25-30 defa pipetlendikten sonra MALDI matriks ile
MALDI plate iizerine eliisyonu yapilir.

3.5.5 MALDI TOF-TOF Analizi

Zip-tip sonrast MALDI plate yerlestirilen 6rneklerin AbSciex 5800 MALDI-TOF-
TOF (MS/MS) cihazinda analizleri yapildi. MALDI-TOF-TOF bir kiitle spektrometresi
olup lazer 15181 kullanarak iyonize ettigi peptitleri vakumlu bir tlip igerisinde
ayristirdiktan sonra kiitle/ylik (m/z) oranlarina ve peptitlerin amino asit dizilimlerine
gore tanimlamaya yardime1 olur. Cihazdan elde edilen veriler online MASCOT data

bankasindan Protein Pilot programi kulanilarak hangi proteine ait olduklar: belirlenir.

MALDI kalibrasyonu eksternal veya internal kalibrant kullanilarak yapilacak, her bir
spektrum i¢in ortalama 200 lazer vurusu kullanilacaktir. Elde edilen tiim spektralar
(m/z), arama parametreleri; bir hatali kesim bdlgesi, fiksed modifikasyon olarak
carbamidomethyl (cysteine), degisken modifikasyon olarak Met oksidasyonu, peptid
yukii +1, monoizotopik kiitle degerleri, peptid kiitle tolerans1 £50 ppm, fragment kiitle
tolerans1 £0.25 Da olarak belirlenerek MASCOT bilgi bankasinda analiz edildi.

3.5.6 Biyoinformatik Analizler

Tanimlanan proteinler arasindaki biyolojik iliskiyi ortaya koymak ve hiicresel
yolaklar1 belirlemek i¢in ise Panther ve String programlar1 kullanildi. Bu programlarin
her ikisi de internet {izerinden iicretsiz olarak kullanilabilen programlar olup
http://lwww.pantherdb.org/ ve https://string-db.org/ web adreslerinden ulasilabilir.
Tanimlanan proteinlerin etkilesim yolaklar1 ve etkilestigi proteinleri belirleyebilmek i¢in

ise yine internet iizerinden Tcretsiz ulasilabilen BioGrid analizi gerceklestirildi
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(https://thebiogrid.org/). Tez igerisinde kullanilan tiim sekiller Adobe Illustrater CS6

programu ile yapildi ve en az 300 dpi ¢Oziiniirliikte olusturuldu.

4 BULGULAR

Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu tanisi konan 13 hastadan ve herhangi bir sistemik
ve retinal hastaligi olmayan kontrol grubunu olusturan 11 saglikli bireyden alinan
vitreus sivist Ornekleri uygun sartlar altinda DEKART-Proteomik Arastirma
Laboratuarina ulagtirildi. Vitreus 6rneginin %95’1ini1 su ve %5’lik kismini ise hiyaluronik
asit ve proteinler olusturmaktadir. Bu nedenle gelen orneklerden protein Oziitii
hazilanmadan 6nce, hacimce en fazla olan ve kontrol grubuna ait bir 6rnekten protein
miktar1 Bradford metodu kullanilarak 6l¢iildii. Protein konsantrasyonunun ¢ok diisiik
olmas1 nedeniyle 6l¢iim yapilamadigindan yiiksek hacimde 6rnegin ¢oktiiriilmesi ve
¢Okeltinin DIGE tamponu igerinde tekrar ¢oziilmesi saglanarak konsantrasyonun
artirllmasit ve Ornegin temzilenmesi saglandi. Coktiriilmiis ve c¢oktirilmemis
orneklerden bir boyutlu (1D) jel elektroforezi yapilarak 6rnek kalitesi ve miktar1 kontrol
edildi (Sekill) Sekilde goriildiigii gibi ¢oktiirme sonrasinda protein konsantrasyonun

arttig1 gézlendi.
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Cokturul Gelen
miis vitreus sivisi

Sonuglar Sekil 3. Kontrol grubuna ait K2 vitreus 6rneginin ¢Oktiirme sonrasi ve

Oncesi bir boyutlu jel elektroforezi goriintiisii

Coktiirtilmiis Ornegin Ornek kalitesinin ve protein miktarinin daha iyi olmasi
nedeniyle tim Orneklerin bu sekilde hazirlanmasina karar verildi. Yapilan Bradford
Olctimleri sonucunda Ozellikle hasta grubuna ait orneklerin hacimlerinin ve protein

konsantrasyonlarinin cok distuk oldugu gorildi (Sekil 3).
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Sonuclar Sekil 4. Kontrol ve hasta grubuna ait vitreus 6rneklerinden ¢oktiirme sonrast
bir boyutlu jel elektroforezi goriintiisi. K2, K3 ve K5 6rneklerinden 20 pg, K6 ve K7
orneklerinden 10 pg, H2’den 9 pg ve H4, H8 ve H10 oOrneklerinden 1 pl 6rnek
yiiklenmistir. (K: Kontrol, H: Hasta)

Yapilan 1D-jel elektroforezi ¢aligmalarinda hem hasta hem de kontrol grubunun
ornek miktarlar1 ve konsantrasyonlarinin ¢ok diisiik olmasi nedeniyle, iki boyutlu (2D)
jel  eketroforezi  ¢aligmalarinda  kullanilacak  protein  havuzlarinin ~ 6rnek
konsantrasyonuna gore degil hacime gore olusturulmasina karar verildi. Ornek havuzlari
olusturulurken hacimce en az olan 6rnek baz alinarak olusturuldu. Bradford yontemiyle
protein havuzlarinin konsantrasyonu o6l¢iildiikten sonra 1D-jel lektroforezi yapilarak
Ol¢iimiimiiz onayland1 (Sekil 4). Deney sonucunda olusturulan hasta ve kontrol grubu
protein havuzlarinin esit miktarda protein icerdigi goriildii. Yapilan bu 6nciil analiz,
orneklerin karsilastirmali 2D-jel c¢alismalarina uygun oldugunu ve elde edilecek
bilgilerin giivenilir olacagini gosterdi. Toplamda yaklasik olarak 3000 pg protein igeren
havuzlar ¢alismanin sonuna kadar kullanilacak sekilde pargalar ayrildi ve -80°C’de

saklandi.
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Kontrol Hasta
Havuz Havuz

Sonuglar Sekil 5. Kontrol ve hasta havuzu 6rneklerinin bir boyutlu jel elektroforezi

goriintiisii. Her kuyucuga 10 pg protein yiiklenmistir

2D Jel elektroforez ¢calismalari

Protein 6rneklerinin hangi fokuslama araliginda caligilacagini belirleyebilmek igin, 7
cm boyutunda pH 3-10 araliginda lineer striplerde bir 6n ¢alisma yapildi (Sekil 6).
Yapilan bu 6n c¢alisma neticesinde orneklerin 11 cm’lik genis jellerde ve pH 3-10
araliginda calisilmasinin uygun olacagi sonucuna varildi. Bu amagla metod kisminda
anlatildig1 gibi her bir 6rnekten ikili tekrar olacak sekilde 900 pg protein kullanilarak
2D-jeller iiretildi. Uretilen jeller Mura-fast boyas1 ile boyandi, VersaDoc MP4000
sistemi ile goriintiilendi ve gorlintiiler PDQuest Advance yazilimi ile analiz edildi (Sekil
7.) Yapilan analizler jeller lizerinde ortalama 148 adet protein spotunun bulundugunu

gosterdi (Sekil 8.) Jeller arasi eslesme oraninin %98 oldugu goriildii. Kontrol grubu
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i¢inde yapilan analizde varyasyon katsayisinin 25.67, YBMD grubu igerisinde ise 22.65
oldugu bulundu. Bu rakam jellerin protein profillerinin genel manada birbirine ¢ok

benzer olduguna isaret etmektedir

pH:=

MW

116 kD
66.2 kD

45 kD
35 kD

25 kD

18.4 kD
14.4 kD

Sonuglar Sekil 6. 2D jel goriintiisii: pH3-10 araliginda protein dagilimmi ve sayisini
belirlemek amaciyla yapilmis 7cm’lik 2D jel goriintiisti. (M: Unstained Protein Molecular

Weigth Marker, ThermoScientific, CatN026610)
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1) Hamza-YBMD-2D Deneyi 15-03-2018 (Experiment, Modified)

O All spots
(& Analysis set Ifor cut (17 spots) _vJ

Select
Sotby (®SSP 0N (CTrend ¢ Quantity k Select spot in image
Page number |1 of 1 eaFist o€ Prey B Negt  »welast

7539751 1168169 1194256
Morm Morm Norm
INT*Area INT*Area INT*Area
1 1
SSP 0202 SSP 1103 - SSP 1104
1118550 680042 11098055
Morm Norm Norm
INT*Area INT*Area INT*Area
L _ L1
____ S55P1203 ____ SS5P2104 SSP 3006
638162 443218 1263618
Morm Morm Norm
INT*Area INT*Area INT*Area
Hamza-YBMD-2D Deneyi 15-03-2018 (Master, Modified) 2 ol pH3-10L 1lem g protein M+ucta g tein M+ucta
1 I 1 I 1 1
SSP 3007 SSP 3008 SSP 3020
1031923 1130789 1237617
Morm Norm Norm
INT*Area INT*Area INT*Area
|1, .
SSP 4011 SSP 5005 SSP 5006
222567 5384719 2590471
Morm Norm [Norm
INT*Area INT*Area INT*Area
SSP 6003 SSP 7003 SSP 7004
1855914 3785052
Morm Norm
INT*Area INT*Area
|
SSP 8003 SSP 9003

protein M+ucta

f=— e ]

Sekil 7. 11 cm’lik genis jellerde ve pH 3-10 araliginda galisilmis jellerin PDQuest Advance yazilimi ile analizi



Kontrol YBMD

pH3.0 eSS  10.0

116kDa

66 kDa

45kDa

35kDa

25kDa

18kDa

Sekil 8. Her bir grup i¢in elde edilen 2D jel gorintiileri ve regiilasyon goriilen ve

kesilip tanimlanan proteinlerin jel {izerindeki pozisyonlari

Jellerin gorsel analizi 6rneklerin protein araliginin hem yiiksek hem de diisiik molekiiler
agirlikta proteinler icerdigini gosterdi. Bazi protein spotlar1 diger spotlara gore baskin bir
goriintii verdi ve bu spotlarin daha biiyiik molekiiler agirlikli proteinlerden olustugu goriildii.
Ancak bu protein spotlarinin jel iizerindeki dagilimlar1 homojen olmadig1 i¢in bu spotlar
arasindaki karsilastirma saglikli sonuglar vermedi ve bu nedenle bu spotlar tanimlanmadi.
Yapilan analizde jel lizerindeki diger spotlarin regiilasyon oranlarinin saglikli bir sekilde

hesaplanabilecegi goriildii ve karsilastirmali analizler bu spotlar ile yapildi. Toplamda 17

44



protein spotunda en az 2 kat regiilasyon oldugu goriildii. Baz1 proteinler segici olarak sadece
kontrol grubunda gézlemlendi. Bu spotlar, tanimlanmak amaci ile jellerden otomatik spot
cutter cihazi ile kesildi ve jel-i¢i tripsin ile kesilerek peptidlerine ayrildi. Ayrilan peptidlerin
kiitle/yiik (m/z) oranlart MALDI-TOF/TOF cihaz ile belirlendi (Sekil 9). Belirlenen m/z
oranlart MASCOT yazilimi araciligi ile protein tanimlamada kullanildi. Tanimlanan protein
listesi tablo 1’°de verilmistir. Tablodaki protein skorlar1 incelendiginde SSP 1103, SSP 1104,
SSP 3007, SSP 7004 ve SSP 9003 numaral1 spotlar harig¢ tiim spotlarin yiiksek giivenilirlikle
tanimlandig1 goriildii. Bir proteinin istatistiksel olarak dogru tanimlanabilmesi i¢in protein
skorunun 100’lin iizerinde olmas1 gerekmektedir. Ancak protein skoru diisiik olan protein
tanimlamalarinda eger bir iyon skoru elde edilmisse bu tanimlamanin da biiyiik ihtimalle
dogru oldugunu gosterir. Cilinkii iyon skoru olan peptidler kiitle spektrometresinde
dizilenmis ve amino asit i¢erikleri belirlenmis demektir. Tablo 1°de verilen diisiik skorlu
bes protein icin de dizi bilgisi elde edilmis ve bu proteinlerin dogru tanimlandigi

gosterilmistir.

TOFTOF™ MS/MS Precursor 932 496 Spec #1 MGI[BP = 175.2. 654]

P TS 1Ts0

Saa s128

7o

& iy

a0 s17hase

P as1 7ara

es3.6

Sekil 9. MALDI-TOF/TOF spektrum goriintiisii
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Tablo 1. MADLDI-TOF/TOF analizi sonrasinda tanimlanan protein spotlarina ait veriler

Best Best Best Mat Seq. | Best lon
Spot| AC Protein Protein | Protein ches | Calc | Cov. | Protein score Mr
No no. Acc. Mass Score Expect pl | (%) | Description Observed (calc) |lons| Peptide
0202 Al1AGl_HUMAN 12 _ _ 994.5275 993.5131 26 |K.TEDTIFLR.E
P02763 23497 140 2e-010 4.93 37 | Alpha-1-acid glycoprotein 1 1112.5270 11115186 | 56 |K.SDVVYTDWK.K
1708.8466 1707.8468 6 | KINWGLSVYADKPETTK.E
1103 | P02750 A2GL_HUMAN 38154 34 7.2 9 6.45 12 | Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 1179.6854 1178.6659 | 18 |K.DLLLPQPDLR.Y
1104 | P02750 A2GL_HUMAN 38154 64 0.0088 14 6.45 18 | Leucine-rich alpha-2-glycoprotein 968.5113 967.5127 26 | R.YLFLNGNK.L
FETUA_HUMAN 802.3403 801.3480 24 | K.QYGFCK.A
1203 | P02765 39300 104 8.1e-007 10 5.43 12 | Alpha-2-HS-glycoprotein 813.4344 812.4432 21 |K.IFSVVYAK.C
1196.6118 1195.6197 | 37 | KIHTLNQIDEVK.V
920.4524 919.4552 36 | K.GSFPWQAK.M
2104 | PO0738 HPT_HUMAN 45177 224 8.1e-019 20 6.13 27 | Haptoglobin 980.4963 979.4876 43 |RVGYVSGWGR.N
1203.6222 1202.6295 | 21 |K.VTSIQDWVQK.T
1345.6322 1344.6384 | 37 |K.SCAVAEYGVYVK.V
1707.8311 1706.8120 | 30 |K.YVMLPVADQDQCIR.H
809.3663 808.3715 16 |K.DYAEVGR.V
3006 | PO0738 HPT_HUMAN 45177 136 5.1e-010 17 6.13 20 | Haptoglobin 920.4426 919.4552 13 | K. GSFPWQAK.M
1345.6188 13446384 | 37 |K.SCAVAEYGVYVK.V
1707.8087 1706.8120 | 22 |K.YVMLPVADQDQCIR.H
HPT_HUMAN 920.4430 919.4552 14 | K.GSFPWQAK.M
3007 | PO0738 45177 92 1.40E-05 16 6.13 19 | Haptoglobin 1345.6157 1344.6384 | 23 |K.SCAVAEYGVYVK.V
1707.8073 1706.8120 | 29 |K.YVMLPVADQDQCIR.H
HPT_HUMAN 920.4469 919.4552 28 | K.GSFPWQAK.M
3008 | PO0738 45177 117 4.00E-08 14 6.13 14 | Haptoglobin 980.4924 979.4876 16 |R.VGYVSGWGR.N
1203.6094 1202.6295 1 | K.VTSIQDWVQK.T
1345.6179 1344.6384 6 |K.SCAVAEYGVYVK.V
1707.8086 1706.8120 | 46 | K.YVMLPVADQDQCIR.H
899.4354 898.4337 11 |R.FWDYLR.W
3020 | P02649 | APOE_HUMAN 36132 115 6.40E-08 23 5.65 44 | Apolipoprotein E 1033.5402 1032.5352 | 22 | R.LQAEAFQAR.L
CRYAA_HUMAN 1090.4823 1089.4839 5 | R.QDDHGYISR.E
4011 | P02489 19897 133 1e-009 16 | 5.77 | 45 | Alpha-crystallin A chain 1175.6167 11746194 | 9 |R.TVLDSGISEVR.S
1286.6127 1285.6303 | 16 |K.VQDDFVEIHGK.H
1311.6591 1310.6579 | 29 |K.IQTGLDATHAER.A
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Tablo 1 (devami). MADLDI-TOF/TOF analizi sonrasinda tanimlanan protein spotlarina ait veriler

Best Best Best Mat Seq. | Best lon

Spot | AC Protein Protein | Protein ches | Calc | Cov. | Protein score Mr

No no. Acc. Mass Score Expect pl | (%) | Description Observed (calc) |lons| Peptide
1455.6920 14547041 | 34 |K.UTIYDQENFQGK.R

5005 | P05813 | CRBA1_HUMAN 25134 157 4e-012 21 5.81 56 | Beta-crystallin A3 1954.8275 1953.8316 7 |R.GYQYILECDHHGGDYK.H
907.4119 906.4018 18 | RWMGLNDR.L

5006 | P22914 CRBS_HUMAN 20993 143 1.00E-10 17 6.44 44 | Beta-crystallin S 915.4424 914.4385 19 |KITFYEDK.N
1156.6113 1155.6037 | 11 | R.AVHLPSGGQYK.I
1517.7624 1516.7310 | 24 |K.ITFYEDKNFQGR.R
2097.8061 2096.7663 4 | R.YDCDCDCADFHTYLSR.C
1455.6728 14547041 | 34 |KITIYDQENFQGK.R

6003 | P0O5813 | CRBA1_HUMAN 25134 155 6.4e-012 20 5.81 54 | Beta-crystallin A3 1847.8367 1846.8461 4 | KIQSGAWVCYQYPGYR.G
1954.8054 1953.8316 | 25 |R.GYQYILECDHHGGDYK.H
983.4629 982.4760 53 | K.GEQFVFEK.G

7003 | P43320 | CRBB2_HUMAN 23365 300 2e-026 27 6.5 66 | Beta-crystallin B2 1000.4325 999.4345 13 | R.DMQWHQR.G
1024.4380 1023.4410 | 24 |R.WDSWTSSR.R
1408.7178 1407.7398 | 36 |K.IILYENPNFTGK.K
1726.8201 1725.8071 | 23 | K.DSSDFGAPHPQVQSVR.R
1760.8373 1759.8318 | 16 | R.VQSGTWVGYQYPGYR.G
891.4082 890.4069 4 |RWMGLNDR.L

7004 | P22914 CRBS_HUMAN 20993 96 5.7e-006 17 6.44 41 | Beta-crystallin S 1517.7372 1516.7310 | 18 |K.ITFYEDKNFQGR.R
1729.9080 1728.8947 4 | R.KPIDWGAASPAVQSFR.R
2097.7849 2096.7663 1 |RYDCDCDCADFHTYLSR.C
1088.5059 1087.5047 | 21 |R.QDEHGFISR.E

8003 | P02511 | CRYAB_HUMAN 20146 134 8.1e-010 12 6.76 35 | Alpha-crystallin B chain 1496.6857 1495.6766 | 67 | R APSWFDTGLSEMR.L
1512.6663 1511.6715 | (26) | R APSWFDTGLSEMR.L

11602 1875.9359 18749197 | 8 | K.VYACEVTHQGLSSPVTK.S

9003 | P01834 IGKC_HUMAN 8.1e-007 | 8.1e-007 13 5.58 55 | Ig kappa chain C region 1946.0145 1945.0197 8 |--TVAAPSVFIFPPSDEQLK.S
1797.8800 | 1796.8880 | 15 |K.SGTASVVCLLNNFYPR.E
1875.9082 1874.9197 9 |K.VYACEVTHQGLSSPVTK.S
1945.9818 1945.0197 | 13 |- TVAAPSVFIFPPSDEQLK.S
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Tanimlanan 17 proteinin gruplar arasinda nasil bir regiilasyona ugradigini daha net
belirleyebilmek i¢in, spotlarin yogunluklar1 6l¢iiliip oranlamalar yapilmistir (Tablo 2).
Alpha-1-acid glycoprotein 1, Leucine-rich alpha-2-glycoprotein, Alpha-2-HS-
glycoprotein, Haptoglobin, Alpha-crystallin A chain, Beta-crystallin A3, Beta-crystallin S,
Alpha-crystallin B chain ve Ig kappa chain C region proteinlerinin YBMD grubunda 2-kat
regiilasyon kriterine gore down-regiile, sadece Apolipoprotein E’nin up-regiile oldugu
goriildii. Jeller iizerinde kesilen bazi spotlar tanimlandiginda bu spotlarin ayn1 proteinlere
ait oldugu gorilmiistiir. Leucine-rich alpha-2-glycoproteini iki farkli spotun, Haptoglobini
dort farkli spotun, Beta-crystallin A3’1 iki farkli spotun ve Beta-crystallin S’1 iki farkl
spotun temsil ettigi goriilmiistiir. Bu bir deneysel sorun olmayip, ya bu proteinlerin 6rnek
igerisindeki miktarimin fazla olmasindan ya da proteinler tizerindeki post-translasyonel
degisimlerin proteinin odaklama noktasini degistirmesinden kaynaklanmaktadir. Hatta
ayni proteine ait iki farkli spottan biri up-regiile iken digeri down-regiile olabilmektedir.
Bu proteinlerden hangisinin posttranslasyonel degisime ugradigi ileri analizler sonucunda

belirlenebilecektir.

Elde edilen regiilasyon oranlarinin gorsel olarak da gergekligini gdsterebilmek i¢in ilgili
spotlar, jeller iizerinde bulunarak yakin-cekim resimleri alind1 (Sekil 8 ve 9). Yapilan
gorsel analiz sonucunda spotlarin yogunluk dlgtimlerinin dogru tayin edildigi ve elde edilen

regiilasyon oranlarinin dogru ifade edildigi kanaatine varildi
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Tablo 2. Miktarlarinda regiilasyon goriilen ve MALDI-TOF/TOF ile tanimlanan proteinlerin gruplara goére hesaplanmis regiilasyon oranlari. Tabloda verilen yogunluk degerleri K ve

YBMD siitunlart altinda listelenmistir. Yesil renkli ok down-regiilasyonu, kirmizi renkli ok ise up-regiilasyonu temsil etmektedir. (K, Kontrol; YBMD, Yasa baghi makula

dejenerasyonu).
YBMD'nin K'ye gore Regiilasyon
SSP No  |Best Protein Description Kontrol |YBMD |regiilasyon oram trendi
SSP 0202 | Alpha-1-acid glycoprotein 1 6248554 |174606 |35.79 1
SSP 1103 | Leucine-rich alpha-2-glycoprotein | 151620 17044.7 |8.9 1
SSP 1104 | Leucine-rich alpha-2-glycoprotein | 183262 15174.4 |12.08 1
SSP 1203 | Alpha-2-HS-glycoprotein 1113174 |216962 |5.13 1
SSP 2104 | Haptoglobin 510343 34364.7 |14.85 1
SSP 3006 | Haptoglobin 967005 218104 |4.43 1
SSP 3007 | Haptoglobin 504836 54310.7 |9.3 l'
SSP 3008 | Haptoglobin 379646 83698.9 |4.54 1
SSP 3020 | Apolipoprotein E 52575 158511 |3.01 I
SSP 4011 | Alpha-crystallin A chain 908890 11659 |779.54 1
SSP 5005 | Beta-crystallin A3 88744 6665.9 13.31 1
SSP 5006 |Beta-crystallin S 131982 0 0 lr
SSP 6003 | Beta-crystallin A3 177224 0 0 1
SSP 7003 | Beta-crystallin B2 4779768 |20585.7 |232.19 1
SSP 7004 | Beta-crystallin S 2409351 111494 |216.1 1
SSP 8003 | Alpha-crystallin B chain 1685458 | 7863 214.35 1
SSP 9003 | Ig kappa chain C region 2244511 |61956.7 |36.23 lr
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Sekil 10. SSP 0202, SSP 1103, SSP 1104, SSP 1203, SSP 1511, SSP 2104, SSP 3006, SSP

3007 ve SSP 3008 numarali protein spotlarinin yakin-¢ekim resimleri
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Sekil 11. SSP 3020, SSP 4011, SSP 5005, SSP 5006, SSP 6003, SSP 7003, SSP 7004 ve

SSP 8003 numarali protein spotlarinin yakin-¢ekim resimleri
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Yapilan karsilastirmali proteom analizinde 17 protein spotunda regiilasyon varligi tespit
edildi. YBMD hastalarinda kontrol grubuna gore 16 protein spotunun diizeyinde azalma oldugu
goriildii. Bu proteinlerin fonksiyonel analizlerini yapabilmek icin proteinler ile ilgili bilgiler
PANTHER veri bankasindan arastirildi. Tanimlanan proteinlerin ¢ogunlugunu katalitik ve
baglanma aktivitesi gosteren proteinler oldugu, bir kisminin da transport aktivitesi gosteren
proteinler (ApoE) oldugu gorildi (Sekil 12 ve Tablo 3). Ayni proteinler gorev aldiklar
biyolojik proseslere gore kategorize edildiginde bu proteinlerin ¢esitli biyolojik proseslerde rol
oynadig1 dikkati ¢cekmektedir. Bu prosesler agirlikli olarak biyolojik regiilasyon, hiicresel
komponentlerin organizasyonu ve biyogenezi, hiicresel prosesler ve multicellular organismal
prosesler olmak lizere, gesitli metabolik proseslerde, lokalizasyon ve stimulusa cevap olusturan
proseslerin de oldugu goriilmektedir (Sekil 13 ve Tablo 4). Bu hiicresel proseslerde rol oynayan
proteinler Alpha-2-HS-glycoprotein, Immunoglobulin kappa constant, Leucine-rich alpha-
2glycoprotein, Alpha-crystallin A chain ve Alpha-crystallin B chain olarak tanimlanmistir. Bu
tip proteinler, birgok metabolik olayda merkezi destek gorevi gordigi i¢in “hub

proteinler’’olarak adlandirilir.

PANTHER GO-Slim Molecular Function
Total # Genes: 11 Total # function hits: 7

Click to get gene list for a category:

B binding (GO:0005488) =@
catalytic activity (GO:0003824) ™
transporter activity (GO:0005215) &

== Web
] ..\ Colors by
Color picker powered by "= | VisiBone

Sekil 12. Proteinlerin molekiiler fonksiyon 6zellikleri baz alinarak yapilan PANTHER analiz

sonucu
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Tablo 3. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu molekiiler fonksiyonlarina gore

dagilim tablosu

Molekiiler Fonksiyon Mliskili Proteinler

Binding Apolipoprotein E
Immunoglobulin kappa constant

Leucine-rich alpha-2-glycoprotein

Katalitik aktivite Apolipoprotein E
Haptoglobin
Alpha-2-HS-lycoprotein

Transporter activity Apolipoprotein E

PANTHER GO-Slim Biological Process
Total # Genes: 11 Total # process hits: 28

Click to get gene list for a category:
M biclogical regulation (G0:0065007) @
cellular component organization or bicgenesis (GO:0071840)
B cellular process (GO:0009987) @
W developmental process (G0O:0032502) @
B immune system process (GO:0002376) @
M |ocalization (GO:0051179) &
M |ocomotion (G0:0040011) @
W metabolic process (G0O:0008152) @
multicellular organismal process (GO:0032501) @
response to stimulus (GO:0050896) @

_ - O\ Coors by
Color picker powered by "=~ ' VisiBane

Sekil 13. Proteinlerin katildigi biyolojik prosesler baz alinarak yapilan PANTHER analiz
sonucu
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Tablo 4. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu biyolojik proseslerine gore

dagilim tablosu.

Biyolojik Proses Tliskili Proteinler

Biyolojik Regiilasyon Alpha-2-HS-glycoprotein
Apolioprotein E
Immunoglobulin kappa constant
Leucine-rich alpha-2glycoprotein

Apolioprotein E

Hiicresel bilesen | Immunoglobulin kappa constant
organizasyonu ve | Leucine-rich alpha-2glycoprotein
biyogenezi

Hiicresel siireg Apolioprotein E

Immunoglobulin kappa constant

Leucine-rich alpha-2glycoprotein

Gelisimsel siireg Apolioprotein E

Leucine-rich alpha-2glycoprotein

Immiin sistem siireci Immunoglobulin kappa constant

Alpha-crystallin A chain ve Alpha-crystallin B chain

Lokalizasyon Apolioprotein E

Immunoglobulin kappa constant

Hareket Leucine-rich alpha-2glycoprotein

Metabolik siireg Apolioprotein E

Immunoglobulin kappa constant

Cok hiicreli organizma | Apolioprotein E

stireci Immunoglobulin kappa constant
Alpha-crystallin A chain
Alpha-crystallin B chain

Leucine-rich alpha-2glycoprotein

Uyarana cevap Apolioprotein E

Immunoglobulin kappa constant

Leucine-rich alpha-2glycoprotein
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Proteinlerin hangi metabolik yolaklarda gorev aldiklarini gérebilmek icin yaptigimiz
analizde ise Alpha-crystallin A chain ve Alpha-crystallin B chain dikkati ¢cekmektedir. Her iki
proteinin de anjiogenez ve VEGF sinyal iletim yolaklarinda fonsiyon yaptig1 goriilmektedir
(Sekil 14, Tablo 5). Yapilan BioGrid analizinde her iki proteinin de hiicrede merkezi bir yer
tuttugu birden fazla metabolik yolag: etkiledigi ve dzellikle sinyal iletim mekanizmalar ile
iliskili oldugu gorilmiistiir. Alpha-crystallin A chain i¢in 68 etkilesim, 117 etkilestigi protein
bulunmustur. Alpha-crystallin B chain igin 112 etkilesim, 244 protein bulunmustur. BioGrid
tarafindan olusturulan metabolik network analizinde her iki protein i¢in de karmasik bir
interaktom paterni iiretilmis olup, bu paternlerden hangisinin YBMD ile iliskili oldugu
bilinmemektedir (Sekil 15 ve 16). Ancak yapilacak ileri analizlerle (Nano-HPLC, LC-MS/MS)

bu durum acgikliga kavusturulabilir.

PANTHER Pathway
Total # Genes: 11  Total # pathway hits: 4

Click to get gene list for a category:
B Angiogenesis (PO000S) &
VEGF signaling pathway (P0O0056) @
= Web

Color picker powered by % | VisiBone

Alpha-crystallin A chain
Alpha-crystallin B chain

Sekil 14. Biyolojik prosesler baz alinarak yapilan PANTHER analiz sonucu

Tablo 5. Tanimlanan proteinlerin PANTHER analizi sonucu pathway’e gore dagilim tablosu

Biyolojik Proses Mliskili Proteinler

Angiogenesis Alpha-crystallin A chain
Alpha-crystallin B chain

VEGEF Signalling Pathway | Alpha-crystallin A chain
Alpha-crystallin B chain
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Sekil 15. BioGrid analizi sonucu Alpha-crystallin A chain protein i¢in olusturulan

interaktom verisi (Minimum delil seviyesi 3 olarak alinmigstir).
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TRAPPC9

Sekil 16. BioGrid analizi sonucu Alpha-crystallin B chain protein i¢in olusturulan

interaktom verisi (Minimum delil seviyesi 3 olarak alinmistir)
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PANTHER ve BioGrid analizleri tanimlanan proteinlerin interaktomlarini belirlemede net
sonuglar vermedigi i¢in elde ettigimiz datalar1 STRING analizine de tabi tuttuk. STRING
analizinde proteinler arasi etkilesim Kriterleri siki tutuldugunda, tanimlanan tiim proteinlerin
birbiri ile etkilestikleri, ancak belirgin bir metabolik yol {izerinden anlam ifade etmedigi
goriildii. Etkilesim kriterleri siki tutulmadiginda ise tanimlanan proteinlerin anlamli yolaklar ile

iliskilendirildigi gorilmistir (Sekil 17, 18, 19 ve 20).

CRYBA1

CRYBB2

Sekil 17. STRING Analiz sonucu.
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Sekil 18. STRING analizi sonucunda elde edilen verilerin biyolojik prosesler ile iligkisi

pathway ID

GO:0005212
GO:0071813
GO:0030492
GO:0016209
GO:0030169

Molecular Function (GO)

pathway description

structural constituent of eye lens
lipoprotein particle binding
hemoglobin binding

antioxidant activity

low-density lipoprotein particle binding

CRYBA1

CRYEB2

count in gene set

B2 L B L otn

false discovery rate

6.38e-09
0.000877
0.00309
00112
0.024

®
®
®

Sekil 19. STRING analizi sonucunda elde edilen verilerin molekiiler fonksiyon ile iliskisi
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pathway 1D

GO:0071682
GO:0060205
G0:0030139
GO:0044433
GO:0034362

Cellular Component (GO)
pathway description
endocytic vesicle lumen
cytoplasmic membrane-bounded vesicle lumen
endocytic vesicle
cytoplasmic vesicle part
low-density lipoprotein particle

CRYBA1

CRYBB2

count in gene set
4

5
&
7
3

false discovery rate

7.24e-07
1.64e-06
2.19e-06
9.13e-06
2.48e-05

eCee®

Sekil 20. STRING analizi sonucunda elde edilen verilerin hiicresel komponentler ile

iliskisi
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5. TARTISMA

Yasa bagli makiila dejenerasyonu (YBMD) diinyada gelismis tilkelerde korliigiin 6nde
gelen nedenlerindendir, hastalik insidansini tahmin etmek, riskli bireyleri tanimlamak, nedensel
patofizyolojik etyolojileri aydinlatmak, izleme ve tedavi parametreleri ve hastalik sonuglarini
ongormek, kilavuz taramasi yapmak icin farkli biyobelirteclerin tanimlanmasina ¢ok fazla
arastirma ve ¢aba harcanmistir. Bugiine kadar, bir dizi genetik, ¢evresel, proteomik ve hiicresel
hedef, YBMD i¢in hem risk faktorleri hem de potansiyel biyobelirtegler olarak tanimlanmastir.
Bu faktorlerin daha iyi anlasilmasi ve YBMD i¢in potansiyel biyobelirte¢ olarak kullanilmasi,
gelecekteki arastirmalara ve klinik uygulamalara rehberlik edebilir(114). Proteome analizi

genis protein ailesinden es zamanli degerlendirmeyi saglar.

Insan vitreusundan alinan drnekler sitokinlerin Vitreus bosluguna akmasi ve retinaya
yakinligi nedeniyle YBMD i¢in en iyi biyobelirte¢ kaynagi olarak nitelelendirilebilir (115.)
Bununla birlikte, en ¢ok yayinlanan ekstidatif YBMD ile ilgili protein analizleri deney hayvan
modelleri, ex vivo ornekler veya in vivo olarak hastalarin cerrahiye baslamadan anterior
chamber maintainer (ACM) girisinden 6n kamaradan 6rnek alimi seklinde olmustur (116-117-
118-119).Biz ek bir retina ve sistemik patolojisi olmayan insanlardan vitreus 6rnegi alarak bu
konuda daha 1yi sonuglar verdigi gosterilmis bir yontem kullandik. Preop vitreus 6rnegi saglikl
kontrol grubundan ve YBMD grubundan isleme baglamadan dnce herhangi bir kontaminasyon

riski minimum olacak sekilde alinmaya ¢alisildi.

Biz bu calismada, Alpha-1-acid glycoprotein 1, Leucine-rich alpha-2-glycoprotein,

bu proteinlerin hastalikla olan iliskilerini tartistik
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Alpha-1-acid glycoprotein 1: Alfa 1-asit glikoprotein (AAG), insan plazmasinin ana akut faz
proteinidir. Kan akisinda transport proteini olarak fonksiyon goriip Beta-varil alaninin ig¢
kisminda cesitli ligandlar1 baglar. Ayrica sentetik ilaglar1 baglar ve viicutta dagilimi ve
kullanilabilirligini etkiler. Akut faz reaksiyonu sirasinda bagisiklik sisteminin aktivitesini
modiile etmek i¢in islev goriir(120).Karaciger tarafindan iiretilir ve plazmada salgilanir. Sentezi
glukokortikoidler, interlokin-1 ve interlokin-6 ile kontrol edilir, iltihaplanma tizerine 5-50 kat

artar

Rema M. Ve ark. yaptiklar1 ¢aligmada Diyabetik Retinopati ve kontrol grubu arasinda
serum albumin, alfa-1 asit glikoprotein, alfa-1 antitripsin ve seruloplazmin diizeylerinde
anlamli olarak farklilik bulunmadigini gostermislerdir. Bu ¢alismada hastalarin alinan kan
serum O6rneginin -20 derecede saklanip ardindan eritilerek analiz edilmistir (121). Zhoul L. Ve
ark. aldiklar1 gézyasi Orneklerini, iTRAQ teknolojisi ile 2D-nanoLC-nano-ESI-MS / MS
yontemini kullanarak proteinleri agiga ¢ikarmak icin istatistiksel bir model kullandilar.
Calisma sonucunda Kuru g6z durumunun enflamasyon siddetinin klinik siniflandirmasi ile
alfal-asit glikoprotein 1 diizeylerinin arasinda anlamli korelasyon oldugunu bu hastalikta
artti@in1 basaril bir sekilde iligskilendirilmistir(122).Gupta AK ve ark. yaptigi ¢alismada serum
alfa-1 asit glikoproteinin orta ve ciddi tiveit tiplerinde seviyelerin anlamli olarak arttigi; hafif
tipte normal oldugu goriildii. Serum alfa-1 asit glikoprotein seviyeleri hastaligin siddetine yakin
bir sekilde paralel oldugu ve bu proteinin serum seviyeleri klinik iyilesmeden sonra normale

dondigii ortaya konuldu(123).

Yaptigimiz ¢calismamizda alfa-1 asit glikoprotein YBMD grubunda saglikli kontrol grubuna
gore 35.79 kat down regiile yani protein ekspresyonu bu oranda azaldigi sonucuna vardik.
Pozitif akut faz reaktani olarak kabul edilen ve inflamasyon sonucunda artmasi beklenen alfa-
1 asit glikoproteininin bizim g¢alismamizda beklenenin tersine diisiik ¢ikmasi bu proteinin
belirlenen fizyolojik etkilerine ek olarak baska fizyolojik rollerinin de olabilecegini
gostermektedir. Ozellikle regiilasyon diizeyindeki artisin goz ardi edilemeyecek kadar yiiksek
olmas1 yaptigimiz analizin dogru bir analiz oldugunu ve bu proteinin seviyesindeki YBMD’de
azalisinin irdelenmesi gerektiginin vurgulamaktadir. Bu konuda cevap veremdigimiz
sorulardan bir tanesi gozlemledigimiz degisimin her bir hastada benzer sekilde goriiliip
goriilmedigi ve bu artisa her bir hastanin esit katki yapip yapmadigidir. Bu soruya cevap
verebilmek i¢in alfa-1 asit glikoprotein antikoru ile western blotlama yaparak her bir hastadaki
ekspresyon seviyelerini tespit etmek gerekmektedir.
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Leucine-rich alpha-2-glycoprotein: Dontistiiriicti biiylime faktorii beta reseptorii ( TGF-
Beta) ile segici ve kovalent olmayan bir sekilde etkilesime girer. Endotel hiicre ¢ogalmasinin

hizin1 veya derecesini aktive eden veya arttiran herhangi bir siirecte etkilidir(124).

Xiaomeng Wang ve arkadaslart TGFB1 varliginda Leucine-rich alpha-2-glycoprotein(

LRG-1) 'in endotelyal hiicrelere mitojenik etki yaptigi ve anjiyogenezini destekledigi
gosterilmistir. LRG1, TGFB1 varliginda, pro-anjiyogenik tesvik ile sonuclanan TGFf aksesuar
reseptor endogline dogrudan baglanir. TGFp sinyallemesini modiile ederek etkisine aracilik
eden yeni bir anjiyogenez diizenleyicisini ortaya koymaktadir. Koroid ve retinal
neovaskiilarizasyon modellerinin retinalarinda LRG-1 transkriptinin de artmis olup olmadigini
arastirdiklar1 ¢alismada farelerde lazer hasari ile koroidal neovaskiilarizasyonu (CNV)
indiikleyip bir hafta sonra hem retina hem de RPE / koroidde LRG-1 transkript seviyelerinde
anlamli bir artis goézlemlemigler. Bu veriler, retina LRGI1 ekspresyonunun baskin olarak
vaskiiler , konstitiitif oldugunu ve neovaskiiler biiylime sirasinda arttigini1 gostermektedir. Bu
caligmalardan, LRG1'in okiiler hastalikta ve potansiyel olarak kanser ve ateroskleroz gibi diger
hastaliklarda patojenik anjiyojenezi kontrol etmek i¢in olduk¢a umut verici bir terapotik hedef

oldugunu akla getirmistir(125).

Wang X. ve ark. yaptiklart calismada LRG1'in g6z dahil olmak iizere ¢esitli insan
dokularinda lokalize oldugu gosterilmis olup, murin modelinde oksijenin indiikledigi iskemik
retinopatide arttig1 bulunmustur. Gergekten de, Proliferatif Diyabetik Retinopati (PDR)
gozlerinde intravitreal LRG1 diizeyleri arttigi gézlemlenmistir(125).

Bizim ¢alismamizda ise Leucine-rich alpha-2-glycoprotein( LRG-1) 2 farkli spot olarak
gorilmiistiir. SSP 1103 numarali spotta LRG-1, YBMD grubunda kontrol grubuna gore 8.9 kat
protein ekspresyonu azalmig, SSP 1104 numarali spotta ise 12.08 kat azaldig1 goriilmiistiir.
Anjiogenezis diizenleyicisi ve endotelyal hiicrelere mitojenik etki yaptigi gosterilmis olan
LRG-1 in YBMD grubunda artmasi beklenirken diisiik olmasin1 bu proteinin belirlenen
fizyolojik etkilerine ek olarak bagska fizyolojik rollerinin de olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu
sonuca cevap verebilmek i¢cin LRG 1 in antikoru ile western blotlama yaparak her bir hastadaki

ekspresyon seviyelerini tespit etmek gerekmektedir.
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Alpha-2-HS-glycoprotein: Endositozu tesvik eder, opsonik o6zelliklere sahiptir ve kemigin
mineral fazimi etkiler. Fetuin A olarak da bilinir. Kalsiyum ve baryum iyonlari i¢in afinite
gosterir. Enflamatuar cevabin frekansini, hizini veya kapsamini, kimyasal veya fiziksel
ajanlarin neden oldugu enfeksiyon veya yaralanmaya kars1 (omurgali doku ile) ani savunma
reaksiyonunu modiile eden herhangi bir islem siirecinde gorevlidir(124). Bir fosfat grubunun,
genellikle ATP'den bir substrat molekiiliine transferini katalize eden bir enzim olan kinazlarin
aktivitesini durdurur, dnler veya azaltir.( Diabetes Metab. Res. Rev. 18:305-310(2002) . Fetuin-
A, karacigerde Ozel olarak iiretilen bir glikoproteindir ve sonra yiliksek konsantrasyonlarda

dolagim igine salgilanir(126).

Kemirgenlerde, tirozin kinaz reseptorii iizerinden insiilin etkisini inhibe ettigi
gosterilmistir(127). Chunming Zhao ve arkadaglarinin Diyabetik Retinopati(DR) tanist olan
224 hasta ve 68 saglikli kontrol grubundan aldiklar1 serum ve vitreus 6rneklerinden yaptiklari
inceleme sonucunda serum ve vitreus fetuin-A konsantrasyonlarinin yiiksekligi ile ile DR'nin
ortaya ¢ikigi ve hastaligin ilerlemesi ile korele odugu sonucuna varilmistir. Vitreus ornekleri
vitrektomi yapilacak hastalardan cerrahiye baslamadan o6nce agilan sklerotomiden elde
edilmistir(128).

Bizim ¢alismamizda Alpha-2-HS-glycoprotein YBMD grubunda kontrol grubuna gore 5.13
kat daha diisiik ¢ikmistir.. Epidemiyoloji ve laboratuar ¢alismalari, enflamasyonun YBMD
patogenezinde rol aldigini gostermektedir(51-54). Alpha-2-HS-glycoprotein inflamasyon gibi
durumlarda negatif akuz faz reaktani oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur(129). Negatif akut
faz reaktani1 oldugu gosterilmis olan Alpha-2-HS-glycoproteinin inflamasyona sekonder cevap
olarak azalmasi beklenmektedir Bu durum, sonuc¢larimizla uyumlu olup, YBMD nin

etyopatolojisinde rol alan inflamasyon mekanizmasini desteklemektedir.

Haptoglobin: Hemoliz sonucu, hemoglobinin bobrek i¢inde biriktigi ve idrarda salgilandigi
bulunmustur. Haptoglobin heme demirin hepatik geri doniisiimiinii saglamak ve bobrek hasarini
onlemek icin serbest plazma hemoglobin ile birlesir ve birlestirir. Haptoglobin ayn1 zamanda
bir Antimikrobiyal; Antioksidan, antibakteriyel aktiviteye sahiptir ve akut faz tepkisinin birgcok
yoniinii modiile etmede rol oynar. Hemoglobin / haptoglobin kompleksleri, bir endositik
lizozomal pargalanma yolu yoluyla karaciger Kupfer hiicrelerinin yiizeyi iizerinde eksprese
edilen makrofaj CD163 tutucu reseptdriiyle hizli bir sekilde temizlenir. Iki alfa ve iki beta

zincirinden olusan Tetramer disiilfit baglar i¢erir. Hemoglobin / haptoglobin kompleksi, iki
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hemoglobin alfa-beta dimerine bagli bir haptoglobin dimerinden olusur. CD163 ile etkilesime
girer. Ayrica, zonulin olarak da bilinen kisaltilmamis haptoglobin, intestinal gecirgenlikte bir
rol oynar, hiicreler arasi siki baglanti sokiilmesine izin verir ve kendi kendine antijenlere karsi

tolerans ve bagisiklik arasindaki dengeyi kontrol eder (130)

Haptoglobin, serum viskozitesini artirir ve bu, diyabetik retinopatinin patogenezinde rol
oynadig1 mekanizma olabili(131).Ancak Kazuhiro Kimura ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada
epiretinal membran (ERM) ve Diabetik retinopati hastalardan vitrektomi 6ncesi aldiklari
vitreus Orneklerinde yaptiklar1 incelemede iki grup arasinda haptoglobin diizeyi arasinda
anlamli farklilik bulunmadigin1 gostermislerdir (132). Chandra T ve arkadaglarinin yaptiklar
calismada ise Haptoglobin(HP 2-) frekanslarinda saglikli gruba gore retinopati gelismemis
Diyabetes Mellitus(DM) hastalarinda ve Diyabetik Retinopati(DR) olanlara gére anlamli bir
diisiis bulunmus olup, bu da hem DM hem de DR'de haptoglobin heterozigotlarinin karsi
koruma sagladigi (yaklasik 0.31'lik bir relatif riski ile) seklinde yorumlanmis olup, akut faz
reaktan1 olarak HP nin, immiinolojik ve inflamatuar siireclerle iligkili olan DM ve DR'nin

etiyolojisinde fonksiyonel olarak rol oynayabilecegi ifade edilmistir(133).

Nir SeiderMD ve arkadaslar yaptiklari galismada YBMD hastalarindan ve saglikli kontrol
grubundan aldiklar1 kan orneklerinde haptoglobin seviyelerini kiyaslamistir. Haptoglobin
fenotipinin dagilimindaki calisma ve kontrol gruplari arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamsiz bulunmustur. Bu bulgu, Hp 1-1 fenotipinin eksudatif YBMD'ye kars1 koruyucu bir
etkiye sahip olmadigi seklinde yorumlanmistir(134).Kliffen ve arkadaslarinin yaptiklar
calismada YBMD olan hastalarin ve saglikli grubun makula dokusundaki protein analizi
yapilip, sonuglarinda, Haptoglobin beta-zincirinin YBMD hastalarinin makula dokusunda
kontrol grubuna gore yiiksek bulundugu goriilmiis olup, aynm1 zamanda atereskleroz olan
hastalarda yiiksek bulundugu gosterilmis olan haptoglobin diizeylerinden yola ¢ikarak,

atereskleroz ile YBMD arasinda baglanti olabilecegi ifade edilmistir(135).

Bizim sonuclarimizda Haptoglobin diizeyleri 4 farkli spot ile ifade edilmistir. SSP 2104
numarali spotta 14.85 kat, SSP 3006 numarali spotta 4.43 kat, SSP 3007 numarali spotta 9.3
kat ve son olarak SSP 3008 numarali spotta ise 4.54 kat azalmis sonucuna varilmistir.
J.L.Ebersole ve arkadaglarinin yaptiklari ¢alismada Haptoglobinin inflamasyon durumlarinda

pozitif akut faz reaktami olarak rol oynadigimi ve sekonder olarak inflamasyonda arttigi
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gosterilmistir. (136)Bizim ¢alismamizda, YBMD hastalarinda Haptoglobin diizeylerinin diisiik
cikmas1 YBMD etyopatolojisinde rol oynayan inflamasyon ile ¢elismektedir. Chi Feng Tseng
ve arkadaslart Haptoglobinin insan plazmasinda en Onemli antioksidan rol oynayan
proteinlerden biri oldugunu gostermislerdir(137). YBMD etyolojisinde okdidatif stresin dnemli
rol oynadigr ve antioksidanlarin YBMD olusumunu engelledigini gosteren ¢alismalar
15181nda(138), sonuglarimizda haptoglobinin YBMD grubunda daha diisiik ¢ikmasini oksidatif

stres iizerinden antioksidan olarak rol alabilecegini diisiindiirmektedir.

Apolipoprotein E: Lipoprotein pargaciklarinin  baglanmasi, igsellestirilmesi ve
katabolizmasina aracilik eder. LDL (Apo B / E) reseptorii i¢in bir ligand ve hepatik dokularin
spesifik apo-E reseptorii (chylomicron remnant) olarak islev gérebilir(139). Apo E, plazmadaki
tiim lipoprotein fraksiyonlarinda bulunur. Cok diisiik yogunluklu lipoproteinlerin (VLDL) %
10-20'sini ve yiiksek yogunluklu lipoproteinlerin (HDL) % 1-2'sini olusturur. Apo E cogu
organda iretilmektedir. Karaciger, beyin, dalak, akciger, adrenal, yumurtalik, bobrek ve
kaslarda 6nemli miktarlarda iretilir. ApoE ayrica immiinoregiilasyon ve hiicre biiylimesi ve
farklilagmas1 modiilasyonu gibi lipit olmayan fonksiyonlara sahiptir. Karaciger, beyin ve gozde
yiksek miktarlarda iretilir. Retinada ve RPE, Bruch membrant ve koroidinde yiiksek
seviyelerde ApoE mRNA bulunabilir. Tlgingtir Ki, ApoE ayrica drusen'in her safhasinda
bulunabilen bir bilesenidir(140).

19q13.2 kromozomunda yer alan ApoE i¢in gen, {i¢ major alelik varyantla polimorfiktir:
€2, €3 ve €4. Alzheimer hastaligt ve AMD de dahil olmak {iizere c¢esitli norodejeneratif
bozukluklarla ApoE polimorfizmlerinin genetik iliskisi bildirilmistir (141,142).ApoE
polimorfizmi tanimlamasi, neovaskiiler AMD'de optimal tedavi i¢in bireysellestirilmis
terapotik yaklasimi uyarlamak i¢in bir genetik tarama olarak kullanilabilecegi seklinde
yorumlanmistir. E4 allelinin, AMD gelismesine karsi koruyucu oldugu gosterilirken, E2
allelinin ise AMD gelisim riskini orta derecede arttirdig1 gosterilmistir. Determin E3 allel ise
genellikle risk belirleme ¢alismalarinda temel kontrol olarak kullanilir.(143) Tlging bir sekilde,
ApoE &4 alleli AMD'de koruyucu iken Alzheimer hastaligi (AD) igin artan risk ile korele
oldugu, AMD de riski artirmis oldugu gosterilen ApoE’nin AD de riski arttirdigi goriilmiistiir
(144). AD ve AMD'de allelik risk faktorlerinin zit nedeninin, ApoE'nin, néronlara karsi
RPE'de kolesterol homeostazisini diizenlemede temel olarak farkli bir amaca hizmet ettigini

one siirmektedir(145).
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Bizim ¢alismamizda Apo E’nin allellerine bakilmamis olup, protein ekspresyon seviyesi
degisiklik gosteren ve tanimlanan proteinlerden biri olarak karsimiza c¢ikmistir. YBMD
grubunda kontrol grubuna gére APO E diizeylerinin 3 kat up-regiile oldugu yani ytiksek ¢iktig1
gbzlemlenmistir. APOE nin YBMD grubunda kontrol grubuna gore yiiksek ¢ikmasi bilinen
immiinoregiilasyon, hiicre bliylimesi ve farklilasmas1 modiilasyonu gibi gorevlerine ek olarak

anjiogenezde de rol alabilecegini diisiindiirmektedir.

Alpha crytsallin A chain: Lensin saydamligina ve kirtlma indisine katkida bulunur. Cok
cesitli stres kosullarinda ¢esitli proteinlerin agregasyonunu engelleyen saperon benzeri
aktiviteye sahiptir (146).Lensin bir protein agregasyon hastaligi olan katarakt, ¢oziiniir o-
kristalin seviyeleri tiikendiginde ortaya c¢iktigi varsayilir(147).Bu nedenle, kataraktin
baglangicini geciktirmek igin ¢oziiniir a-kristalin havuzunu yenileme stratejilerine ihtiyag
vardir. Benzer sekilde, bir dizi retinal dejeneratif hastalik, retinal hiicre 6liimiine neden olan

yanlis katlanmig protein agregatlarinin bir sonucudur(148).

Alfa-Kristalin retina, beyin, kas, dalak, akciger ve cilt dahil olmak iizere bir¢ok doku
tipinden {iretilir. Alfa -kristalin oksidatif stres tarafindan diizenlenir ve anjiyogenez, apoptoz ve

b-amiloid fibril olusumunu engeller(149).

Alfa-Kristalin A Chain bizim bulgularimiz sonucunda YBMD grubunda kontrol grubuna
gore 779.54 kat down-regiile oldugu goriilmiistiir. Saperon benzeri aktiviteye sahip olan ve
anjiogenez, apoptoz olusumunu engelledigi gosterilmis olan Alfa-Kristalin A Chain’in bizim
bulgularimizda YBMD grubunda kontrol grubuna goére diisik ¢ikmasi YBMD

etyopatogenezisinde rol oynayan anjiogenezisinin dnemini ortaya koymaktadir.

Beta-crystallin ~ A3:  Kristaller, omurgali gbz merceginin  baskin  yapisal
bilesenleridirKristalinlerin beyin, kalp, bobrek, akcigerler ve retina gibi diger dokularda

eksprese oldugu bilinmektedir (150).

Isik beta kristalin A3 ve A4'lin tirosin fosforilasyonunda belirgin bir artisa neden olur.
Protein fosforilasyonlar1 da gorsel sinyallemede temel diizenleyici rollere sahiptir. Beta

kristallinin fosforilasyonu RPE'de bir anti-apoptotik saperon islevini gosterir( 151).
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Bizim ¢alismamizda Beta-crystallin A3 diizeyi YBMD grubunda kontrol grubuna gore 13.31
kat daha diisiik bulunmustur. Retinada lokalize oldugu gosterilmis olan Beta-crystallin A3,
anjiogenezisi engelledigi saperon ailesinden bir proteindir. Bu proteinin YBMD grubunda
diisiik seviyede ¢ikmasi, engellenemeyen anjiogenezisi ve saperon gorevini yerine
getirememesini ve bunun sonucunda da olusan patolojik agregatlar sonrasinda YBMD
olusumuna katki saglayabilecegini diistiniidiirmiistiir. Giines 1s1g1na maruziyetin kendi bagina
YBMD i¢in bir risk olabilmesine ragmen, giines duyarliligi da etkili bir faktor olabilecegi kabul
edilmektedir(152). Ayrica retinay1 1sik etkisinden koruyan Beta-crystallin A3 diizeyinin
YBMD hastalarinda saglikli gruba gore diisiik ¢ikmasi da 151k etkisinin YBMD olusumunda

risk faktorii olduguna kanit oldugunu diisiindiirmektedir.

Beta-crystallin S: Kristaller, omurgali g6z merceginin baskin yapisal bilesenleridir( 124).
Epitel morfogenezisi epitelin anatomik yapilarinin iiretildigi ve diizenlendigi siireg ile ilgilidir.
Bir epitelyum, viicudun dis yiizeylerini 6rten veya herhangi bir i¢ bosluk veya tiipii ¢izen, bir
veya daha fazla katmanda diizenlenmis, siki sekilde paketlenmis hiicrelerden olusur. Beta-
Crystallin S, bir mol'e karsilik gelen 177 kalinti uzunluguna sahiptir. N-terminal serin
tarafindan bloke edilir. Kristalin ailesinin diger iiyeleri ile sekans karsilastirmasi yapildiginda,
insan gamma-kristalliniyle (% 53 6zdeslik) beta A3 / A1 kristalin (% 37 6zdeslik) iliski ortaya

konulmustur.

B-kristalin proteinlerin bir¢ogu retinada rod ve koni fotoreseptdr bolmelerine lokalize
oldugu tespit edilmistir. Fonksiyonel olarak, P-kristalinleri retinanin yogun 1s18a maruz
kalmasindan korunmasinda rol oynar. Yasa bagli makiila dejenerasyonlu hastalarin donor
gozlerinin retinasindan izole edilen drusen preparatlarinda B-kristalin, CRYBB1 ve
CRYBB2'nin iki tiyesi tanimlanmustir. Birlikte ele alindiginda, CRYBB1 veya CRYBB2'deki
mutasyonlarn YBMD duyarliligin1 diizenlemede onemli bir rol oynadigini gostermedigi

seklinde yorumlanmistir(153).

Konjenital katarakt tipilerinden biri, Beta-crystallin S de(Catarakt 20-CTRCT20), temsil
edilen geni etkileyen mutasyonlardan kaynaklanir. CTRCT20, ilerleyici polimorfik anterior,
posterior veya periferik kortikal igerir. Morfolojide opasiteler degisir, siklikla lensin bir
kismiyla siirhdir ve statik veya progresif olabilir. Gorme bozuklugu veya korlik ile

sonuglanan goziin kristalin lensinin opaklasmasi durumu s6z konusudur (154).
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Bizim ¢alismamizda, Beta-crystallin S YBMD grubunda kontrol grubuna gére 216.1 kat
kadar daha az eksprese bulunmustur.Sarah A.Hibbert ve arkadaglar1 Beta-crystallin S in giines
1isiklarma karsi antioksidan rol oynayarak koruyucu oldugunu gostermislerdir(155). Beta-
crystallin S diizeyinin YBMD grubunda bu kadar diisiik ¢ikmasit YBMD etyolojisinde rol
alabilecegini diistindiirmekle beraber, retinay1 yogun 1s18a karsi bilinen koruma gorevi yaninda
ek olarak anjiogenezis ve antioksidan rolleri oldugunu da gostermektedir. YBMD duyarliligt

konusunda 6nemli bir protein oldugunu diisiindiirmektedir.

Beta-crystallin B2: Kristaller, omurgali géz merceginin baskin yapisal bilesenleridir
(124).Fabian Anders ve ark. erken glokom hastaliginda Beta-crystallin B2 retina i¢indeki
inversiyon durumunun net ndro-koruyucu etkileri oldugu ortaya konuldu. Intravitreal
enjeksiyon sonrasi gdzici basing ( GIB) yiikselmesi sirasinda B-kristalin B2'nin retinal ganglion
hiicre kaybini (p <0.05), retinal sinir lifi tabakasini (p <0.05) ve optik sinirin bozulmasini
azalttigi bulunmustur. Sonug olarak, proteomik veriler, B-kristalin B2'nin apoptoz ve gen
regiilasyonu iizerine ciddi etkisi olan kalsiyuma bagli hiicre sinyal yollarini etkileyebilecegini

gostermistir(156).

Noral progenitor cells (BB2-crystallin-NPCs) ler in vivo olarak distal optik sinir kiitiigii
icinde kesilmis optik sinir aksonlarmin rejenerasyonunu destekledigi gosterilmistir. Rapor
edilen veriler, nB2-kristalin iireten "hiicre fabrikalarinin" merkezi sinir sistemi yaralanmalari
icin yeni terapdtik ilaglar saglamak igin kullanilabilecegini gostermektedir(157).Bohm MR ve
ark. Retina gangliyon hiicresi denegerasyonuna RPE cevabinin, terap6tik olarak kullanilabilen

B-kristalin B2 ler aracilig ile aracilik ettigini bu nedenle disiinmektedirler(158).

Bizim calisma verilerimizde Beta-crystallin B2, YBMD grubunda kontrol grubuna gore
232.19 kat daha diisiik seviyede bulunmustur. Retinada néro koruyucu etkisi oldugu ortaya
konulmus olan Beta-crystallin B2 nin YBMD grubunda diisiik bulunmasi beklenen ve bu etkiyi
destekler bir sonug oldugunu gostermektedir. Ayrica, YBMD etyopatolojisinde ve yeni tedavi

modaliteleri konusunda diger Kristallin tiyeleri gibi Beta-crystallin B2 de umut 15181 olabilir.

Alpha-crystallin B chain: Lensin saydamligina ve kirtlma indisine katkida bulunabilir. Cok
cesitli stres kosullarinda ¢esitli proteinlerin agregasyonunu Onleyerek saperon benzeri

aktiviteye sahiptir(124).Alfa-kristalin oksidatif stres tarafindan diizenlenir ve anjiyogenez,
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apoptoz ve b-amiloid fibril olusumunu engeller (149).Lens ve miyokardiyal dokularda iiretilir
(159). Is1 soku protein ailesi iiyelerinden biri olan alphaB-kristalin, molekiiler saperonlarin ve
anti-apoptotik etkilerin biyolojik &zelliklerine sahiptir. Retinopati, inflamasyon ve sinir sistemi

hastaliklar1 gibi ¢ok faktorlii yaralanmalar, alfa-kristalin ile yakin iligki igerisindedir (160).

Alpha-crystallin B chain;, AMD, diyabetik retinopati, iiveit gibi hastaliklar, okiiler
travma ve iskemi olmak iizere genis bir retinal hastalik yelpazesinde yer alir(161). Son
zamanlarda, Alpha-crystallin B chain’in bir mitokondri-aracili apoptozun 6nemli diizenleyicisi
ve anti-inflamatuar 6zelliklere oldugu gosterilmistir. Alpha-crystallin B chain Retina pigmentin
Epitelinde ( RPE) oksidatif stresin neden oldugu apoptozu inhibe eder. Hayvan modelinde

retinal dejenerasyonun ilerlemesini inhibe ettigi gosterilmistir(162).

YBMD patogenezinde molekiiler degisikliklerin katkis1 agiktir, ancak bu etkinin ardindaki
mekanizma yeterince anlasiimamistir. Alfa- Kristalin B Chain, YBMD ile ilgili oldugu ve bazi
yazarlar tarafindan YBMD  patogenezisinde biyobelirte¢ olarak kullanilmast onerilmistir
(163).Alfa-kristalin B Chain knockout farelerinde RPE ¢alismalar1 gostermistir ki Alfa-kristalin
B Chain vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii ile etkilesim yoluyla (VEGF) retinal ve koroidal
anjiyogenezi destekler(164).Kronik stres Alfa-kristalin B Chain seviyesini azaltabilir ve bu
degisiklik dejeneratif siirecleri tesvik edebilir (165,166).Kase ve arkadaslari yaptiklari
caligmada anjiyogenezde rol oynayan VEGF-A i¢in bir saperon olarak Alfa-kristalin B Chain
in 6nemli bir rol oynadigin1 ve terapotik bir hedef olarak degerlendirilebilecegini ortaya
koymuslardir. Alfa-kristalin B Chain, okiiler anjiyogenezin iyi bilinen 2 modelinde anjiyojenik

yanitin diizenlenmesinde kritik bir rol oynar(167).

Alfa-Kristalin B Chain bizim bulgularimiz sonucunda YBMD grubunda kontrol grubuna
gore 214.35 kat down-regiile oldugu goriilmiistiir. Saperon benzeri aktiviteye sahip olan ve
anjiogenez, apoptoz olusumunu engelledigi gosterilmis olan Alfa-Kristalin B Chain in bizim
bulgularimizda YBMD grubunda kontrol grubuna goére diisiik ¢ikmasi hastalik
etyopatogenezisini destekler bir sonugtur ve yeni tedavi modaliteleri konusunda umut 15181
olabilecegini diisiindiirmektedir. Kronik stresin de Alfa-Kristalin B Chain diizeylerini azalttig1
ve dejeneratif siireci tesvik ettigi gosterilmis oldugu baska c¢alismalarda da(165,166)
gosterildigi gibi YBMD gibi dejeneratif bir hastalikta rol alabilecegini akla getirmektedir
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Immunoglobulin kappa constant: Immiinoglobulin agir zincirlerinin sabit bdlgesi.
Antikor olarak da bilinen immiinoglobulinler, B lenfositleri tarafindan iiretilen membrana bagli
veya salgilanmis glikoproteinlerdir. Hiimoral immiinitenin taninmasi asamasinda, membrana
bagli immiinoglobulinler, spesifik bir antijenin baglanmasi {izerine, B lenfositlerinin
immiinoglobulinleri salgilayan plazma hiicrelerine klonal genislemesini ve farklilasmasini

tetikleyen reseptorler olarak hizmet eder(168).

Immunoglobulin kappa constant protein, hiicre proliferasyonu ve oliimii ve metabolik
fonksiyonun kontrolii de dahil olmak iizere, goziin retinasi iginde bir i¢ dengenin korunmasinda

yer alan bir doku homeostatik prosesi yolagina dahildirler (169).

Immunoglobulin kappa constant bizim ¢alismamizda YBMD grubunda 36.23 kat daha
diisiik bulunmustur. Retina i¢ dengesinin korunmasinda(169) rol alan Immunoglobulin kappa
constant seviyesinin YBMD hastalarinda az olmas1 etyopatolojisinde rol alabilecegini

distindiirmektedir.

Hastaliklarin patogenezini anlamada kullanilan proteomik datalar1 sistem biyolojisi
yaklasimi ile incelemek daima avantajli olup, goriilen degisimlerin organizmayr hangi
molekiiler diizeyde etkiledigini gostermektedir. Biz de bu amagla elde ettigimiz verileri
biyoinformatik araclar kullanarak degerlendirdik. Yaptigimiz PANTHER analizinde
seviyelerinde degisiklik gordiigiimiiz proteinlerin daha ziyade baglama ve katalitik aktivite
gosteren proteinler oldugunu ve bir¢ok farkli proseste rol alabileceklerini gordiik. Buradan
cikardigimiz sonug, bu proteinlerin multifonksiyonel proteinler olup organizmanin
metabolizmasinda merkezi rol oynadiklar1 gergegidir. PANTHER analizi bize ozellikle
seviyesinde ileri derecede degisim gozlemledigimiz alpha cristalin proteininin iki 6nemli
biyolojik proseste etkili bir rol aldigin1 gosterdi. Bu prosesler anjiogenezis ve VEGF sinyal
yolaklaridir. Alpha kristalin proteinine ait interaktom haritasi ¢ikarabilmek i¢in yaptigimiz
BioGrid alalizinde bu proteinin ¢ok sayida proteinle etkilestigini ve bir¢ok farkli metabolik

yolag1 kontrol ettgini gordiik. Arastirmamizi bir ileri seviyeye ¢ekip STRING yazilimi ile
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derinlestirdigimizde ise sekiz farkli biyolojik prosesin hastalik patogenezinde etkili olabilecegi
gosterildi. Ayni analiz metodu ile bulunan proteinlerin ve bu proteinlerin etkilestigi proteinlerin
gbzlin yapisal Ogelerinden oldugu veya bu Ogelerin olusumunda etki ettigi gosterildi.
Tanimlanan proteinlerin  hiicre i¢i durumlar1 degerlendirildiginde bes farkli hiicre
komponentinin pargasi olduklari tespit edildi. Bunlar igerisinde en 6ne ¢ikan ve dikkatimizi
ceken molekiiler olay endozitoz ve plazma lipoprotein particule clearance olaylaridir. Bu
nedenle bu hastaligin patolojisinin daha derinlemesine yapilabilmesi i¢in ¢alisma modalitesi

tasarlanmasi ve endositik yolak ativitesinin derinlemesine arastirilmasi gerekmektedir.
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6. SONUC

Neovaskiiler tip YBMD tanis1 konulan daha 6nce enjeksiyon tedavisi almamis ve ek retinal,
sistemik hastalig1r olmayan hastalar ile saglikli kontrol grubunun alinan vitreus 6rneklerinin
protein igerigi proteomiks yontemiyle kiyaslanarak YBMD etyopatolojisi ve olabilecek yeni
tedavi hedefleri arastirilmistir. YBMD ve saglikli kontrol grubunun vitreus 6rneklerinin yapilan
karsilastirmali proteom analizinde 11 protein spotunda regiilasyon varligi tespit edilmistir.
Kontrol grubuna gére YBMD grubunda Alfa 1-asit glikoprotein (AAG), Leucine-rich alpha-
2-glycoprotein( LRG-1), Alpha-2-HS-glycoprotein, Haptoglobin, Alfa-Kristalin A Chain,
Alfa-Kristalin B Chain, Immunoglobulin kappa constant, Beta-crystallin B2, Beta-crystallin
A3, Beta-crystallin S diizeylerinde azalma, Apolipoprotein E(APO-E) diizeyinde artma

goriildii.

Elde edilen veriler, yapilan biyoinformatik analizler ile birlestirildiginde YBMD
gelisiminde rol alan VEGF ve mediyatorleri disinda bahsettigimiz proteinlerin de etkili
olabilecegi goriilmistiir. Bu yapisal proteinlerin segici regiilasyonunun etyopatolojide yeni
fikirler verebilecegi gibi buna bagl olarak da tedavi modaliteleri gelistirme konusunda da umut

15181 olabilecegi diistintilmektedir.

YBMD’ nin giiniimiizdeki tedavisi ve YBMD tanili insan vitreus modellerinin proteomiks
caligmalarinin literatiirdeki sayilari kisithidir. Bu ¢alisma literatiire bu anlamda 6nemli bir katki
saglamakla birlikte, bu hastaligin patolojisinin daha derinlemesine anlasilabilmesine olanak

saglayacak hedefli ¢aligsmalara da onciilliik edecektir.
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6.0ZETLER

YASA BAGLI MAKULA DEJENERASYONU OLAN HASTALARDA

VITREUS ORNEKLERINDEKi PROTEIN iCERiGiNIN DEGERLENDIRILMESi

Amacg ve Kapsam: Yasa Bagli Makula Dejenerasyonu olan hastalarda hastaligin olasi
patogenezi ve yeni tedavi yontemleri gelisimi konusunda protein igerigi protemik yolla

incelenmesi amaglanmigtir.

Gerec¢ ve Yontem: 13 hasta YBMD grubu, 11 hasta saglikli kontrol grubu olarak iki grup
olusturuldu.iki gruptan da steril sartlarda ve kontamisyona dikkat edilerek vitreus drnekleri

almarak proteomiks analizi yapilmasi amaciyla proteomiks laboratuvarina verildi.

Bulgular: Proteomiks analizi sonucunda kontrol grubuna gére YBMD grubunda Alfa 1-
asit glikoprotein (AAG), Leucine-rich alpha-2-glycoprotein( LRG-1), Alpha-2-HS-
glycoprotein, Haptoglobin, Alfa-Kristalin A Chain, Alfa-Kristalin B Chain, Immunoglobulin
kappa constant, Beta-crystallin B2, Beta-crystallin A3, Beta-crystallin S diizeylerinde azalma,
Apolipoprotein E(APO-E) diizeyinde artma goriildi.

Sonug¢: Elde edilen veriler, yapilan biyoinformatik analizler ile birlestirildiginde YBMD
gelisiminde rol alan VEGF ve mediyatorleri disinda bahsettigimiz proteinlerin de etkili
olabilecegi goriilmiistiir. Bu yapisal proteinlerin segici regiilasyonunun etyopatolojide yeni
fikirler verebilecegi gibi buna bagl olarak da tedavi modaliteleri gelistirme konusunda da umut
15181 olabilecegi diisiiniilmektedir. YBMD’ nin gliniimiizdeki tedavisi ve YBMD tanili insan
vitreus modellerinin proteomiks calismalarinin literatiirdeki sayilar1 kisithdir. Bu ¢alisma
literatiire bu anlamda 6nemli bir katki saglamakla birlikte, bu hastaligin patolojisinin daha

derinlemesine anlasilabilmesine olanak saglayacak hedefli caligmalara da onciilliik edecektir.
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7.ABSTARCTS

QUANTITIVE PROTEOMIC ANALYSIS
OF VITREOUS IN AGE RELATED MACULAR DEGENERATION

Objective: The aim of this study was to investigate the protein content of patients with
age-related macular degeneration for possible pathogenesis and development of new treatment

modalities.

Materials and Methods: Two groups were formed as 13 patients with AMD and 11
patients with healthy control group. Vitreous samples were taken from both groups under sterile

conditions and given to proteomics laboratory for proteomics analysis.

Results: According to proteomics analysis, Alpha 1-acid glycoprotein (AAG), Leucine-
rich alpha-2-glycoprotein (LRG-1), Alpha-2-HS-glycoprotein, Haptoglobin, Alpha-Crystalline
A Chain, Alpha - Crystalline B Chain, Immunoglobulin kappa constant, Beta-crystalline B2,
Beta-crystalline A3, Beta-crystalline S levels decreased, Apolipoprotein E (APO-E) levels
increased in AMD group.

Conclusion: When the data obtained were combined with bioinformatics analysis, it was
seen that the proteins mentioned above could be effective in addition to VEGF and mediators
involved in the development of AMD. It is thought that the selective regulation of these
structural proteins may give new ideas in etiopathology, and consequently, there may be hope
for developing treatment modalities. The current treatment of AMD and proteomics studies of
human vitreous models diagnosed with AMD are limited in the literature. Although this study
makes an important contribution to the literature in this respect, it will also lead to targeted

studies that will enable a deeper understanding of the pathology of this disease.
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